Uber die Brenztraubensiure-Hydroperoxyd-Reaktion 
hei Gegenwart von Schwefelwasserstoff. 
Von 
Albert Wassermann. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir medizinische Forschung. Heidelberg, 
Institut fiir Chemie.) 
(Eingegangen am 10, Mai 1953.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Hydroperoxyd reagiert bei Abwesenheit von Katalysatoren in 
verdiinnter Lésung sehr /Jangsam mit Schwefelwasserstof{'!, doch verhalt- 
nismaBig rasch mit Brenztraubensdure®. Mischt man Hydroperoxyd 
mit Schwefelwasserstoff wnd Brenztraubensiiure, so reagiert nur die 
Brenztraubensaure. Durch Eisensalze (Fe) wird die Geschwindigkeit der 


H,0,-Brenztraubensaure-Reaktion? und auch die der H,O,-H,S- 
Reaktion! erhéht. Wird Hydroperoxyd bei Gegenwart von Fe gleich- 
zeitig mit Brenztraubensiure und Schwefelwasserstoff zusammen- 


gebracht, so findet nun Reaktion mit beiden Substraten statt. 
H,O,-Fe-Brenztraubensaure, (1) 
H,O,-Fe-H,5, (2) 
H,0O,-Fe-Brenztraubensaure-H.S. (3) 
Nach einer im folgenden beschriebenen Methodik konnte im ,,ge- 
mischten Ansatz** (3) sowohl die Geschwindigkeit des H,S- als auch die 
Geschwindigkeit des Brenztraubensdureverbrauchs bestimmt werden. 
Durch Vergleich mit den beiden Kontrollversuchen (1) und (2) ergab 
sich, daB weder der Brenztraubensiure- noch der H,S-Umsatz meBbar 
beeinfluBt werden®. Man findet also, daB der H,O,-Verbrauch in (3) 
sich annadhernd additiv aus (1) und (2) berechnen laBt. 


1 A. Wassermann, B. 65, 704, 1932; A. 5038, 249, 1933. 

> H. Wieland u. W. Franke, A. 457, 1, 1927, und zwar S. 37ff. 

3 Nach H. Wieland u. W. Sutter (B. 61, 1066, 1928) wird die, durch 
Peroxydase, katalysierte H,O,-Pyrogallol-Reaktion durch H,S stark ge- 
hemmt. Die enzymatische Katalyse verhalt sich also gegen H,S ganz anders, 
als die hier untersuchte, durch anorganisches Eisen katalysierte Reaktion. 
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Es wurde bereits an anderer Stelle darauf hingewiesen', daB H,O, 
bei der Assimilation der Schwefelbakterien? als Zwischenprodukt auftreten 
konnte, ahnlich wie dies bei der Assimilation der griinen Pflanzen an- 
genommen wird ®. 

Bei beiden Assimilationsvorgangen mite wegen der Giftigkeit das 
H,O, rasch zerstért werden. Bei der Chlorophyllassimilation wird sich diese 
Zerstorung durch katalatische Ze rsetzunqg voliziehen (Blackmannsche Re- 
aktion, Katalysator Blattkatalase). Bei der Assimilation der Schwefel- 
bakterien kénnte die Zerst6rung des intermedidr gebildeten H,O, per- 
oxrydatisch erfolgen, wobei ein Substrat der Schwefelwasserstoff (baw. 
SH--Ion) sein wird*. Dabei kénnte es sich um eine unspezifische Ober- 
flachenkatalyse handeln. Es kénnte aber auch eine Katalyse durch die 
Bakterienpigmente oder wie im vorliegenden Falle durch ein Schwermetal| 
stattfinden. 

Die hier beschriebenen Versuche zeigen, daB die H,O,-H,S-Reaktion, 
die fiir die Assimilation der Schwefelbakterien in Betracht kommt, durch 
Substrate, die, wie Brenztraubensaure®, an sich mit H,O, reagieren, in 
ihrem Ablauf nicht gestért zu werden braucht. 


MeBmethode und Versuche. 

Die Kinetik der H,O,-Brenztraubensiurereaktion wurde von 
H. Wieland und W. Franke (\. ¢.) titrimetrisch (KMnO,) untersucht. 
Bei Gegenwart von H,S ist die Methode nicht anwendbar. 

Von A. F. Hollemann® stammt die Angabe, daB beim Erhitzen von 
Brenztraubensdure mit der berechneten Menge an 30 °,ig. H,O, CO, und 
Essigsdure entstehen. Die in Tabelle I und III ausgefiihrten Versuche 
zeigen, daB dies auch in verdiinnten Lésungen (0,02 bis 0,2 mol.) bei 
Zimmertemperatur, mit und ohne Fe, in gepufferten und ungepufferten 


1 A. lic. S. 254. 

* Literatur tiber den Assimilationsvorgang der Schwefelbakterien 
vgl. D. Ellis, ..Sulphur Bacteria** Longmans-Green u. Co., London 1932. 
C. B. van Niel, Arch. f. Mikrobiol. 1, 1, 1932; C. B. van Niel u. F.M. 
Miiller, Rec. Trav. Bot. Neerl. 28, 245, 1931. 

3 T. Thunberg, Svensk. kem. Tid. 1923, S. 145; Zeitschr. f. phys. 
Chem. 106, 305, 1923; F. Weigert, ebenda,. S. 313 (vgl. dazu auch H. Wieland 
u. H. Lévenskiold, A. 486, 241, 1924); s. ferner A. Stoll, Naturwiss. 20, 
955, 1932; R. Willstdtter, ebenda 21, 252, 1933; K. Shibata u. EB. Yakushiji, 
ebenda, S. 267, sowie die dort angetiihrte Literatur. 

' An Stelle des Schwefelwasserstoffs werden jedoch auch organische 
Verbindungen, z. B. Carbonsauren und ihre Salze, mit dem = intermediir 
gebildeten H,O, reagieren kénnen. Dies wiirde vor allem bei den Bakterien 
zu beriicksichtigen sein. die fiir die Assimilation keine Schwefelverbindungen 
benétigen. Vgl. dazu die interessanten Versuche von H.Ga/ffron, diese 
Zeitschr. 260, 1, 1933. 

5 DaB Purpurbakterien bei Gegenwart von brenztraubensaurem 
Natrium lebhaft assimilieren, wurde von H.Gaffron beobachtet, |. c. und 
zwar 8S. 13. 

® Koninkl. Akad. Wetensch. Amsterdam 6, 715, 1904. 
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Ansatzen der Fall ist. Dabei braucht man nicht stéchiometrische Mengen 
einzusetzen, sondern es kann entweder H,O, oder Brenztraubensiure 
im UberschuB angewandt werden. 

Fangt man die gebildete Kohlensaure in einer Gasbiirette auf. so 
kann aus der Geschwindigkeit der C O,- Entwicklung auf die Geschwindig- 
keit der H,O,-Brenztraubensadurereaktion geschlossen werden, auch 
ber Anwesenheit von Schwefelwasserstoff. 

Es wurden die Verhaltnisse 

CO, entstanden H,O, verbr. 


— und 
Brenztraubens. verbr. Brenztraubens. verbr. 


p 
unter verschiedenen Versuchsbedingungen bestimmt. x und / liegen 
zwischen 1 und 1,5. Es erfolgt also unter Umstanden eine Oxyvdation 
der Brenztraubenséiure, die, wie bei den Versuchen von C. H. Smythe', 
iiber die Stufe der Essigsaiure hinausgeht?. 

Kennt man z und /, so kann aus der CO,-Entwicklung zu jedem 
Zeitpunkt auch der H,O,- und Brenztraubensiureverbrauch berechnet 
werden. 

Fur die CO,-Bestimmungen in Tabelle | wurden GefaBe von 30 bis 
300cem Inhalt mit einem seitlichen Ansatz verwandt. Im Hauptraum 


war die Brenztraubensaure*, im Ansatz das H,O,. Nach Druck- und Tem- 
peraturausgleich wurde eingekippt. 





Tabelle I. 
CO,-Bestimmungen; H,O, im Uberschub. 
Nr. lou. 2, py 1.7 bis 2.7, ohne Puffer. Alle iibrigen Ansatze waren 
0.13 mol. an Acetatpuffer py 4.14. Versuchsdauer 40 bis 100 Minuten. 
mol. on eem CO 
, rempe- > 2 
' Vol.-  Brenz- : I i tae 
Nr. eem trauben- "H202  ratur mol. Fe ohne mit F hee 
saure 6c inm Ascarite Ascarite = 
] 3,59 0,16 0,52 25 752 - 12,2 0.2 0,95 1,1 
2 4.10 0,13 0.44 24 (oe |} 7.10-* 12,9 0,2 0.95 1,2 
3 | 35,0 0.023 0.33 25 751 - 17.8 0.91 (2,6) 
4 35.0 0.023 0.33 25 768 | 9.10 18,3 0.93 (2.7) 
5 | 85.0 0.021 0.33 20 759 —- 20.9 13 (2.9) 
6 35,0 0.021 0.33 20 750 9.10 90.0 13 (2.9) 
* Es wurde sowohl Ferrichlorid als auch Ferriamonsulfat eingesetzt 
** Uber die Bedeutung der hier und in Tabelle III unter b verzeichneten Zahlen siehe S 
1 B. 65, 1268, 1932: diese Zeitschr. 257, 371. 1933 
2 Das Auftreten von Oxalsaéure oder Bernsteinsaure konnte nicht 
beobachtet werden. Mdéglicherweise entsteht wie bei Smythe in geringen 


Mengen Ameisensaure. 

> Vor jedem Versuch frisch bei 12 mm destilliert. 

* pH 4.1 wurde auch in allen folgenden Versuchen durch 0.13 mol. 
Acetat puffer eingestellt. 
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Zur CO,-Bestimmung wurden im Versuch | und 2 der Tabelle | 
und in Versuch | der Tabelle [1] Atmungstrége nach O. Warburg ver 
wendet, die im Hauptraum noch einen Einsatz enthielten. Darin befana 
sich gegebenenfalls 0,5 bis 0,8 g feingekérnter Ascarite?!. 

im Gasraum war bei allen Versuchen zu Beginn reiner Stickstoff. 
Die Temperatur des Thermostaten war auf 0,1° konstant. Schiittelgeschwin- 
digkeit 100 Per./ Minute, wenn nichts anderes angegeben ist. 


Tabelle Ii. 


H vdroperoxydverbrauch. 





‘ ee 0 9 Os 
Versuch der re . Hh, ns 





—— eo 3 
Tabelle I angew. wiedergef. 
i 18.2 8.6 0,94 
9 77 7.5 0,96 
5 113 95 1,2 


Die Riicktitration des H,O, erfolgte sowohl jodometrisch als auch 
mit KMnO,. Die Ubereinstimmung der erhaltenen Werte beweist, daB die 
gesamte eingesetzte Brenztraubensaéure verbraucht war. was fiir die CO,- 
Bilanz (Tabelle 1) wichtig ist. 


Tabelle III. 
CO,-Bestimmungen; H,O, im UnterschuB. 


Versuch 2, ohne Puffer, py = 1,7 bis 1,8; in den anderen Ansétzen py = 4.1 
wie Tabelle I. Versuchsdauer 20 bis 30 Minuten. 





wel mol. Tempe- , : ecm CO, ee 

Te fol.- | Brenz- A F mol. aa ea ome — 

N cem |trauben- ” H, 02 ratur Fe Cls ohne As-| mit As- - b 

siure oc mm carite earite : 

1 3.4 O17 0,13 20 758 | 9.10-* 5,1 0,4 1,5 | (2,5) 
2 84 017 | 0,13 20 758 —_ 5,2 — 1,6 (2,6) 
3 3,4 017 0,13 18 | 756 9.1075 5,2 — 1,4 | (2,2) 
4 33,2 017 0,13 18 756 |9.10-5| 50,0 ~- 1,4 | (2,2) 


Zur Berechnung der «-Werte war es notwendig, die verbrauchte Brenz- 
traubenséure zu bestimmen. 

Versuch 1. 0,049g¢ angewandt; 2,50cem der Reaktionslésung ver- 
brauchen nachher 6,12cem n/10 KMnO, (Titration nach Wieland und 
Franke). In einem zweiten Teil der Reaktionslésung untersuchte man, ob 
noch unverindertes H,O, tibriggeblieben war (jodometrische Titration in 
saurer Lésung); das war nicht der Fall. 0,037 g wiedergefunden. Brenz- 
traubensaure verbraucht 0,012 g. 

Versuch 3. 0,0500g angewandt. 2,00cem der Reaktionslésung ver 
brauchen nachher 14,8cecm n/10 Jod (Titration nach Wieland und W ingler ®) ; 
0.0365 ¢ wiedergefunden. Brenztraubensiure verbraucht 0.014 g. 


1 4.H. Thomas, Comp. Philadelphia. 
2 Vol. H. Wieland u. W. Franke, |. ce. S. 38, FuBnote. 
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Uber die Brenztraubensaure-H ydroperoxyd-Reaktion. o 


Der Quotient / ergibt sich aus diesen Zahlen zu 1.6, da, wie erwahnt, 
as ganze eingesetzte H,O, verschwunden war. 


In allen Versuchen der Tabelle I und LJ wurde mit Ca-Acetat auf 
Oxalsdure! gepriift. Resultat negativ. 

Priijung auf Bernsteinsdure. l000cem einer Lésung, die 0,17 mol. 
an Brenztraubensaéure und 0,13 n an H,O, war. wurde nach 20stiindigem 
Stehen im Fliissigkeitsextraktor 2 Tage mit Ather extrahiert. Nach Ent- 
fernen des Athers wurde der Riickstand bei 12 mm destilliert. Siedepunkt 23 
bis 24°. Das Destillat (8 g) riecht stark nach Essigsaéure. 2,0 g verbrauchen 
5,.3cem n/l NaOH. Der geringe Anteil. der bei 12 mm hoher als 30° siedet, 
wurde im Vakuumexsikkator tiber KOH abgedunstet. Riickstand 50 mg, 
nur zum Teil kristallisiert. 

Zum qualitativen Nachweis der Essigsiure bediente man sich der 
bekannten Reaktionen mit FeCl,, AgNO, und Kobaltnitrat. Zur quanti- 
tativen Bestimmung wurde in dem Versuch 2, Tabelle I, der Siuretiter 
vor und nach dem Zukippen des H,O, bestimmt. Indikator war Methyl- 
orange. Vorher: 4,90 cem n 10 NaOH: nachher: 4,92 cem n/10 NaOH. 

In Abb. 1 ist die Geschwindigkeit der CO,-Entwicklung der Ver- 
suche 3 bis 6 aus Tabelle I dargestellt. 








Lor - 
16} 
Abb. 1. | 
Geschwindigkeit der C O,-Entwicklung. S| | 
» 
(4) B=9.10-5 mol. Fe ; gE 
ono ¢ »} sIper ; 
(3) aan Wa ; 259, 90 Schiittelper. Min. S 


(6) @ =9.10-5 mol. Fe 
us : 20. & se . > V 
(5) O = ohne Fe j, 20", 60 Schiittelper. Min. 
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Es erhebt sich die Frage, ob die aus Brenztraubensiure entstandene 
Kohlensaiure zunachst in den Gasraum geht und nachtrdglich Auflésung 
bis zur Sattigung erfolgt (a) oder ob die Reaktionslésung sich mit 
CO, sofort sattigt und nur iiberschiissige Kohlensdure im Gasraum ist (b). 
In den Versuchen 1 und 2 der Tabelle I kann diese Frage nicht ent- 
schieden werden. Dagegen sieht man aus den Versuchen 3 bis 6, in 
denen eine verdiinntere Brenztraubensaurelésung angewandt wurde, 
daB Annahme (a) mit einer Genauigkeit von etwa 10°, hier zutreffen 
mu. Die unter (b) verzeichneten Werte? sind hier 100 bis 200°, zu 

' Uber Oxalsiure-Bildung bei Oxydation der Brenztraubensiure 
vgl. I. St. Newberg, diese Zeitschr. 219, 165, 1930. Dort auch weitere 
Literatur. 

2 Zur Berechnung wurde die Lé-lichkeit von CO, in reinem Wasser 
verwendet. 
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groB. Das ergibt sich nicht nur durch Vergleich mit den Versuchen |] 
» 


und 2, sondern auch durch die H,O,-Bilanz. die in Tabelle IT auf- 


gefiihrt ist. 

Es ist bemerkenswert, da} die im Gasraum befindliche Kohlen 
siure sich unter den Versuchsbedingungen nur iiberaus langsam auf- 
lést!, obwohl die Lésung nur wenig CO, enthalt?. Nur deswegen eignet 
sich die Bestimmung der CO,-Entwicklung fiir eine kinetische Ver- 
folgung der Reaktion. 

In Abb. 2 wird der Versuch 5 aus Abb. 1 verglichen mit einem ent- 
sprechenden Versuch, der aber auBberdem noch 0,008 mol. an H,S ist 
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Abb. 2. 


Geschwindigkeit der CO.-Entwicklung mit und ohne H.S. 
Reaktionsvolumen 35 ccm, Py = 4,1, 20°, 0,023 mol. Brenztraubensaure, 0,33 n Hy Os 
I = ohne H.S. 


If = mit H,S; Reaktionsvolumen enthalt 34mg H.S, davon sind 25 mg (= 18 cem H.s) im 
Gasraum, der Rest in Lisung. Diese ist demnach zu Beginn des Versuchs 0,008 mol. 
an HS. 


Zur Ausfiihrung der H,S-Versuche in Abb. 2 und 3 wurde ein 
GefiB mit zwei seitlichen Ansitzen benutzt*®. Im ersten Ansatz befand 
sich Na,S, im zweiten Ansatz H,O,. Hauptraum: Brenztraubensiure 

Puffer + soviel HCl als notwendig ist, um das Na,S in H,S zu ver- 
wandeln. Zuerst wurde Na,S eingekippt. Es entweicht die angegebene 
H,S-Menge in den Gasraum. Die Sattigung der Lésung an H,S erfolgt 
sehr langsam (0,2 ccm Minute). Zur Zeit 0 wurde aus dem zweiten 
Ansatz H,O, zugekippt. 

1 Uber eine Theorie der Lésungsgeschwindigkeit von Gasen in Fliissig- 
keiten vgl. z. B. S. Miyamoto, T. Kaya u. A. Nakata, Bull. Soc. Chim. 
Jap. 6, 133, 1933; Chem. News 144, 273, 1932; dort weitere Literatur. 

2 Ganz ahnlichen Verhaltnissen begegnet man, wenn durch Ver 
mischen von Na,S und HCl Schwefelwasserstoff erzeugt wird. Auch hier 
entweicht nach dem Zusammenmischen der gr6Bte Teil des H,S in den 
Gasraum und lést sich dann nur langsam auf, obwohl die L6sung an H,S nicht 
gesattigt ist. Dariiber wird an anderer Stelle (A. 1.¢.) ausfiihrlich berichtet 

3 Vel. Ann. d. Chem., lL. c. Fig. 1. 
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Uber die Brenztraubensaéure-H ydroperoxyvd-Reaktion. ‘ 


Fiihrt man den H,S-Versuch der Abb. 2 so aus, da man noch 
Kisenchlorid einsetzt (Fe ist zunachst im Hauptraum), so stellt nunmehr 
der gemessene Gasumsatz die Differenz dar, aus den verbrauchten 
Kubikzentimetern H,S und den entwickelten Kubikzentimetern CO, 


(Kurve I, Abb. 3). 
ee so 7) 








Abb. 3 | — > 


rs 
oo ° 


. Ml 
Gemessener und berechneter ‘ 
Gasumsatz. 


Reaktionsvolumen 35 cem, Pu 4,1, 


21°, 0,023 mol. Brenztraubensiure, ~~ 
0,33 n Hz Os, 8.6.10 mol. FeC] eh — | 
11 = 0,008 mol. HsS, wie Abb. 2 a ee 
(gemessener Gasumsatz) is 
Il = berechnete C O.-Entwick- 
lung (vgl. unten). 
Il! ohne HH. S, abermit Schwe 


fel: gemessene ( O.-Ent- 
wicklung. 





‘i o 
Zeit in Min. 


Das Maximum der Kurve I hangt damit zusammen, dab die CO,- 
Entwicklung friiher beendigt ist als der H,S-Verbrauch., 

Um aus den Differenzwerten der Kurve I die CO,-Entwicklung 
(Kurve IJ) zu erhalten, wurde in Tabelle [V der H,S-Verbrauch bei 
Abwesenheit von Brenztraubensaure bestimmt. 


Tabelle LV. 


H,S-Verbrauch; Reaktionsvolumen 35,0 cem, pH 4,1, 21% 34mg 
H,S (Lésung zu Beginn 0,008 mol. H, 8), 8.6. 10-5 mol. Fe Ci, 0,33 n H,O,. 





Zeit (Min.) 1 2 ; 4 5 6 7 10 12 13 15 16 18 


eem Hy 
verbr.! | 3.0 | 4.0 | 5,1 | 61/168 7,5) 81 9.4; 10,2! 10,7 11,5/ 11,6 118 


In Abb. 4 wurde auBerdem die Geschwindigkeit der H,O,-Fe-H,S- 
Reaktion mit und ohne Brenztraubensaure untersucht. Dazu wurde der 
zu verschiedenen Zeiten gebildete Schwefel rasch abfiltriert und gewogen ®. 


Abb. 4. 


Geschwindigkeit der Schwefelbildung. gS | | iz 
Reaktionsvolumen 35 cem, 0,008 mol. H,S (34mg go76} : e 


H.S, davon 25mg im Gasraum), 0.33n H.Q2, 






Pu 4,1, 219, 0,023 mol. Brenztraubensiiure 
O = ohne Brenztraubensiure. G02} 
@ = mit Brenztraubensiure 0 — 0 2H. wo —_ _— —_— 


Zeit in Min. 


1 Mittelwerte aus drei Versuchsreihen. Maximale Abweichung vom 
Mittel 0.3 cem. 

2 Zur Filtration wurden kleine Glas-Gooch-Tiegel verwendet ; val. auch 
Ann. d. Chem., im Druck, |. ¢. 8. 265. 
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Wie schon auf 8.1 erwahnt, wird die Geschwindigkeit der H,O.- 
Fe-H,S-Reaktion durch Brenztraubensdure nicht meBbar beeinfluBt. 

DemgemaB kann aus Kurve I in Abb. 3 die CQ,-Entwicklung 
so berechnet werden, da8 man zu den einzelnen Ordinaten jeweils die 
Kubikzentimeter verbrauchten Schwefelwasserstoffs aus Tabelle IV 
hinzuaddiert. Man erhalt auf diese Weise Kurve II der Abb. 3, die also 
die CO,-Entwicklung als Map der Geschwindigkeit der H,O,-Fe-Brenz- 
traubensdurereaktion bei Gegenwart von H,S darstellt. Die Genauigkeit 
der einzelnen Punkte der Kurve betragt —- 0,3 cem. 

Will man zum Vergleich mit der berechneten Kurve II die CQ,- 
Entwicklung bei Abwesenheit von H,S bestimmen, so ist von vornherein 
elementarer Schwefel zuzufiigen. Es wurde namlich in Kontrollversuchen 
festgestellt, daB Zugabe von Schwefel die Geschwindigkeit der C O,-Ent- 
wicklung aus einem H,0O,-Fe-Brenztraubensauregemisch erhéht. 

Die Kurve III der Abb. 3 stellt nun Versuche dar, die dem An- 
satz der Kurve I entsprechen (Reaktionsvolumen 35 ccm, pu 4,1, 
21°, 0,023 mol. Brenztraubenséure, 0,33 n H,O,), jedoch statt Na,S 

HCl 15mg Schwefel (puriss. Merck) enthielten. 

Verwendet man einen Schwefel, der vorher unter den Versuchsbedin- 
gungen erzeugt wurde, so ergibt sich kein meSbarer Unterschied. Setzt 
man statt 15mg 7 mg Schwefel ein, so entwickelt sich in der ersten Minute 
um 20°,, in der zweiten Minute um 10°, weniger COs. 

Es ist ersichtlich, daB die Kurven II und III in Abb. 3 nahe iiberein- 
stimmen. Die in der ersten Minute etwas raschere CO,-Entwicklung 
der Kurve III hangt zweifellos damit zusammen, da} hier von vorn- 
herein 15 mg Schwefel vorhanden sind, wahrend in dem Versuch der 
Kurve IT diese Schwefelmenge erst nach 15 Minuten entsteht. Schwefel- 
wasserstoff vermindert also die Geschwindigkeit der CO,-Entwicklung 
aus dem H,O,-Fe-Brenztraubensduregemisch nicht. 

Die H,O,-Bilanz der Versuche ist aus Tabelle V ersichtlich. 


Tabelle V. Hvdroperoxydverbrauch. 
: } ; 





: “C 10 H, 0» Mol H»Og verbr. pr 

Reakt.- eR Ba i etn co honed 

Vol, (ma E8) Beese | 'Eisse- | wieder- || Mot |,Mol Brenz- 

— —o chlorid angew. | — HoS (2) teunbonstiare (1) + (2) 

ecm 

35 34 — 9.10 114 74 2 — — 

35 — 0,023 §9.10-° 115 94 _ 1,3 —_ 

35 — 0,021 — 114 95 -- 1,2 -- 

35 34 0,023 §9.10-° 114 60 ~- ~- 3,4 
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Uber die Harnsaurebestimmung in Organen und den Harnsiure- 
gehalt der normalen und pathologisch verinderten Leber. 


Von 
Otto Fiirth und Emil Edel. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Wiener Universitat.) 


(Eingeqangen am 4. Mai 1933.) 


I. Einleitung. 


Unser Wissen in bezug auf den Harnsaduregehalt der Leber und an- 
derer Organe unter normalen und pathologischen Verhaltnissen ist 
ganz auffallend gering und steht in einem krassen Gegensatz zu dem 
ungeheuren Umfang der Literatur iiber den Stoffwechsel der Harnsaure, 
ihre Ausscheidung im Harn und ihren Gehalt im Blute. Es ist dies um so 
auffallender, als gerade die moderne Gichtforschung dem Festhaften 
der Harnsdure in den Geweben eine besondere Bedeutung zuschreibt. 
So ist z. B. Umber geneigt, eine gesteigerte Affinitat der gichtischen 
Gewebe zu der Harnsaure (Uratohistechie) fiir die mangelhafte Purin- 
ausscheidung im Harn, fiir die Retention der Harnsaiure im Blute und 
in den Geweben verantwortlich zu machen. Man hat insbesondere 
fiir die Leber eine ,,action d’arrét’* aus einem Minus an Harnsaure im 
Lebervenenblut im Vergleich mit dem Pfortaderblut nach purinreicher 
Nahrung erschlossen!. 

Eine Erklarung fiir die hier klaffende Wissensliicke ergibt sich 
aus den einer exakten Ermittlung des Harnsaéuregehalts von Geweben 
entgegenstehenden grofen technischen Schwierigkeiten. Wie groB die- 
selben sind, ergibt sich bei Durchsicht einer Reihe aus dem Anfang der 
zwanziger Jahre stammenden Arbeiten, welche sich auf die Harnsaure- 
bestimmung im Blute und in den Geweben beziehen. 

Ankniipfend an Befunde von Benedict, der im Rinderblut nach Er- 
hitzen des eiweiBfreien Filtrats mit Salzséure groBe Mengen gebundener 
Harnsdure nachgewiesen hatte, untersuchten Bornstein und Griesbach * 


1 Chauffard, Brodin u. Grigaud, C. vr. 172, 497, 1921. 
2 Bornstein u. Griesbach, diese Zeitschr. 106, 190, 1920; vgl. auch: 
Alice Davis, Eleanor Newton u. St. R. Benedict, J. of biol. Chem. 54, 595, 1922. 
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das Blut einer groben Anzahl von Patienten mittels des kolorimetrische: 
Verfahrens von Folin und Benedict und tanden in der Mehrzahl der Fall 
auch beim Menschen nach Salzsaurespaltung eine Harnsaurezunahme. 
und zwar ungefahr soviel, wie der direkt nachweisbaren Harnsaiuremenye 
entsprach.  Gudzent und Keeser! bestimmten den Harnsiéiuregehalt§ vor 
(roweben, indem sie dieselben mit Seesand und Uranylacetatlésung ver 
rieben und im Filtrat die Harnsaure bestimmten (mittels einer Modifikatior 
des Phosphorwolframsaureverfahrens nach Folin-Denis). Die Uranylacetat 
filtrate k6nnen nach Thannhauser Nucleotide, Nucleoside und freie Purine 
enthalten; doch geben diese angeblich nach Folin-Den?s nur eine ganz gering: 
Blaufarbung. Brugsch und Rother? erwahnen gelegentlich ihrer Studie: 
iiber Harnséureausscheidung in der Galle. daB durch Extraktion mit ver 
diinnter Schwefelsaure ein Teil der Harnsiéiure zerst6rt werde. Sie zogen 
es daher vor, Gewebe | Stunde lang mit n KOH zu zerkochen, um siche: 
alle Harnsaure in Lésung zu bringen®. Nach Pother* wird aber Harnsauri 
im BluteiweiBkoagulum zuriickgehalten. Die Verluste bei Zusatzversuchen 
mit Alkaliurat und Harnsdéure betrugen 24 bis 38°,. Der Autor meint: 
daher, es existiere kein Verfahren, um die Harnsaure aus dem Blute quanti 
tativ zu isolieren. Harpuder® kochte Organbrei 2 Stunden lang mit 3° 
Schwefelsiure. Das Filtrat wurde heif alkalisch gemacht, mit Essigsdéure 
zuriickneutralisiert, mit Uranylacetat enteiweiBt, mit Amylalkohol aus 
geschiittelt; ,.Peptone*’ wurden mit Phosphorwolframsaéure tastend aus 
gefallt, der UberschuB dieser mit Chinin beseitigt; das Filtrat wurde mit 
Zinkchloridlésung gefallt, der Niederschlag in 10°, iger Natriumeyanid 
ldsung gelést und die Kolorimetrie vorgenommen. sSteudel und Suzuki® 
bezeichneten die Folinsche Methode als fiir Gewebsausziige unbrauchbar, 
da diese auch andere Phosphorwolframsiure reduzierende Substanzen ent 
halten (Schwefelwasserstoffabspaltung aus Cystin’). Nach Brown und 
Raizis? wird bei der Eiwei®fallung nach Folin-Wu keine Harnséiure im 
Niederschlag gebunden. 

Pincussen® fand die Bestimmung von Harnséure in EiweiPlosungen 
auBerordentlich erschwert, insofern EiweiBniederschlage sehr viel Harnsaure 


olyel 


1 Gudzent u. Keeser, Zeitschr. f. klin. Med. 94, 1, 1922; vgl. auch: 
Huschke, ebenda 105, 186, 1929. 

2 Brugsch u. Rother, Klin. Wochenschr. 1922, 8S. 1729. 

3 Nach E. Fischer (Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 31, 3266, 1899) wird 
Harnsiéure von verdiinntem Alkali nur langsam angegriffen; nach 36sttind!- 
gem Erhitzen im Rohre mit n KOH ergab sich nur ein Verlust von 10 bis 
ry... 

1 Rother, Zeitschr. f. klin. Med. 95, 427, 1923. 

5 Harpuder, Zeitschr. f. exper. Med. 32, 378, 1923. 

6 Steudel u. Suzuki, Zeitschr. f. physiol. Chem. 119, 166, 1922. 

7 Brown u. Raizis, J. of labor. and clin. med. 8, 129, 1922. 

8 Pincussen, diese Zeitschr. 134. 447, 1923. Pincussen vergleicht auch 
die Methode von Folin-Wu (J. of biol. Chem. 38, 81, 1919) mit derjenigen 
von Benedict (ebenda 51, 187, 1922), wobei die Harnséure direkt bestimmt 
wird, ohne daB erst, wie bei Folin-Wu, eine weitere Abtrennung der Harn- 
siure erfolgte. Dies sei allerdings im Serum méglich, wo die Mengen 
stérender Substanzen nur gering seien. Ob dies aber fiir Organextrakte 
moglich sei, mu zweifelhaft erscheinen (vgl. St. R. Benedict u. Jeanette 
A. Behre, J. of biol. Chem. 92, 161, 1931). 
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mitreiBen. Die Harnsaure sei z. B. im Serum teils fre?, teils aber gehunden. 
Bisher werde meist nur ein gewisser freier Teil bestimmt; ein wirkliches 
Erfassen der gesamten Harnsdure gelinge aber nicht. Erst wenn sich diese 
Harnsaure aus ihrer Bindung an Eiweib, Fett und Lipoide gelést habe 
werde sie analysenfahig. Die Sprengung derartiger Bindungen konne 
durch Trypsin oder Saurehydrolyse erfolgen. 


Die sich einer Harnsaurebestimmung in Organen entgegenstellenden 
Schwierigkeiten sind also tatsachlich recht erheblich, und es erscheint 
uns zweifelhaft, ob wir uns tiberhaupt an das uns interessierende Problem 
herangewagt hatten, wenn nicht vor einigen Jahren die Untersuchungen 
japanischer Forscher durch Anwendung einer stark verdiinnten Lithium- 
carbonatlésung als Extraktionsmitte]l einen namhaften  technischen 
Fortschritt gebracht hatten. Yamaguchi! am Pharmakologischen 
Institut in Kejo iibte folgendes Verfahren: 

Die mit Sand sorgfaltig verriebenen Organe wurden mit 0.01 ° iger 
Lithiumearbonatlésung 1 Stunde lang am Wasserbad digeriert. Die 
EnteiweiBung erfolgt mittels 3°,iger Mercuriacetatlésung. Das ent- 
eiweibte Filtrat wurde auf wenige Kubikzentimeter eingeengt : sodann 
wurde dic Harnsaure daraus durch Silberlactat und Zinksulfat ausgefallt 
und in dem abgetrennten Niederschlag mit Hilfe des Arsenwolframsaure- 
vertahrens kolorimetrisch bestimmt. Der Autor schreibt diesem Ver- 
fahren cine 95°, ige Genauigkeit zu. 


Bevor wir nun auf unsere eigenen Versuche eingehen, méchten 
wir noch einige der Literatur entnommene Angaben tiber den Harnsdure 


gehalt der Séugetier- und Menschenleber in aller Kiirze anfiihren: 


Schittenhelm und Wiener? fanden in den Organen einer an Anuri 
verstorbenen Person nur Spuren von Harnsaéure; auch keine gebundene 
Harnsadure war auffindbar. Das gleiche galt fiir die Organe eines an pet 
nizidser Anamie gestorbenen Madchens. Bei einem Falle von chronischet 
Gicht. wo sich in den Gelenken massenhaft Harnsaure abgelagert hatte und 
wo man doch auch in anderen Organen reichliche Harnséuredepots hatte 
erwarten diirfen, fanden sich in der Milz 10 mg, in der Lunge 15 mg davon, 
wahrend in anderen Organen, auch in den Muskeln und in der Leber von 
den Autoren nichts davon nachgewiesen werden konnte. 


M.S. Fine® behauptete gegeniiber Schittenhelm und Wiener, dats dic 
Harnsaéure in menschlichen Organen unzerst6rbar sei und dali diese tat- 
sachlich nicht unerhebliche Mengen Harnséiure enthalten. In der Leber 
fanden sich bet einem Falle von Pneumonie 4, von Diabetes 5, bei Uramie 11 
bis IS mg-°,. (In Skelettmuskeln fanden sich bei Uramie 4 bis 8 mg 
gegentiber einer Norm von 2,5 mg-°,, in der Milz 9 bis 14 mg-°,. in den 


Hoden 7 bis 10mg-°,. in der Haut 13 mg-”,.) 


1 Yamaguchi, Japanese J. of Medical Sciences IV. Pharmacol. 5, 


72, 1930. 


2 Schittenhelm u. Wiener, Zeitschr. f. exper. Med. 3, 397, 1914. 
3 M.S. Fine, J. of biol. Chem. 238, 471, 1915. 
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H. Gideon Wells! beobachtete die Harnsdureanhaufung in den Geweben 
einer Frau, die nach neuntagiger Anurie infolge von Sublimatvergiftung 
zugrunde gegangen war. Die Analyse eines Organgemenges (nach Ariiqer- 
Salomon) ergab einen Mittelwert von 10 mg-°,. 


Gudzent und Keeser (s.o0.) fanden bei zahlreichen Organanalysen in 
der menschlichen Leber in der Regel Werte von 7 bis 12 mg-°,, (einzelne 
Werte fielen mit 14 bis 23°, aus der Reihe). Zum Vergleich sei angefiihrt, 
daB sich im Pankreas 12 bis 16 mg-°,, in der Milz 7 bis 25 mg-°,, in den 
Muskeln 2 bis 6mg-°,, in anderen Organen 2 bis 12 mg-°,, fanden. In 
einer fétalen Leber fand sich 19 mg-°,,; nach Nierenschaédigung hielt sich 
der Harnséurewert in der Leber innerhalb der normalen Grenze, welche auch 
in der Hiihnerleber nicht tiberschritten wurden, trotzdem doch bekanntlich 
bei den Végeln eine synthetische Harnséurebildung sich in groBem Umfange 
vollizieht. 

Yamaguchi (s.o.) fand bei Analyse dev Organe von vier Kaninchen 
in der Leber 9 bis 11 mg-°,, in der Haut 5 bis 7 mg-°,, in Diinndarm und 


Milz 3 bis 5mg-°,. in allen anderen Organen nur etwa !, bis 2 mg- 


II. Methodische Versuche. 


Die Methode unserer Wahl hatten wir uns derart zurechtgelegt, 
daB wir uns der Extraktion mit stark verdiinnter Lithiumcarbonatlésung 
(nach Yamaguchi) bedienten, um die Harnsiure aus dem Lebergewebe 
auszuziehen. Zur EnteiweiBung aber schien uns das Uranylacetat am 
geeignetsten, wie es bei der Harnsaéurebestimmung von Gudzent, Har- 
puder u. a. angewandt worden ist. Aus dem enteiweiBten Filtrat wurde 
dann die Harnsaure mit Silberlactat nach Folin gefallt und nach dessen 
Vorgang kolorimetriert 2. 


Erste Versuchsrethe. 


a) 10g Rindsleber wurden fein zerhackt, mit Sand verrieben und mit 
50cem 0,01°,iger Lithiumcarbonatlésung am Wasserbad digeriert. Die 
rotbraune Suspension wurde nach dem Erkalten, ohne zu filtrieren, mit 
30 cem 3° iger Uranylacetatlésung versetzt und nunmehr filtriert und nach- 
gewaschen. Das klare, gelbe Filtrat wurde auf 14 ccm eingeengt; 5 cem 
davon (entsprechend 3,5 g Leber) wurden mit 7 ccm 10°.iger Silberlactat- 
lésung versetzt, der entstandene braune feinflockige Niederschlag wurde 
nach 2 Minuten abzentrifugiert und die tiberstehende Fliissigkeit durch 
Mehrzusatz von Silberlactat auf Vollstandigkeit der Fiallung gepriift. 
Nunmehr wurde der harnsaéurehaltige Niederschlag abgetrennt, im Zentri- 
fugierglischen mit Icem 10°, iger Kochsalzlésung angeriihrt, mit 4 ccm 
Wasser und 2 bis 3 Tropfen 20° iger Lithtumsulfatlésung und 2 cem einer 
Natriumceyanidlésung (1 g NaC'N in 6,7 cem n 10 NaOH) aus einer Biirette 
versetzt, das Gemenge mit einem Classtabchen verriihrt., bis klare Lésung 


1 H.G. Wells, J. of biol. Chem. 26, 319, 1917. 
2 Vgl. die genaue Vorschrift: Hoppe-Seyler, Ticrfelder, 9. Aufl., 1924, 
S. 842. 
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erfolgte. Dazu wurde 1 cem Harnsdurereagens' unter Schiitteln Tropfen 
fir Tropfen zugesetzt, 2 Minuten stehengelassen, dann fiir 80 Sekunden in 
ein lebhaft siedendes Wasserbad getaucht, abgekiihlt. in einen 25-cem-Meb- 
kolben tbergefiihrt und die blaue Fliissigkeit zur Marke aufgefiillt. Diese 
wurde kolorimetrisch mit einer Harnsdurestandardlésung von 0.004 ° 
verglichen, von der 1 cem also 0,04 mg Harnsaéure enthielt. 5 cem dieser 


Standardlésung (0,20 mg Harnsaéure enthaltend) wurden in ein 25-cem- 


MeBk6lbchen eingemessen, mit 2 bis 3 Tropfen einer 20°,igen Lithium- 
sulfatlésung, 2 cem der obigen Natriumeyvanidlésung und | cem Harnsaure- 
reagens versetzt, 2 Minuten bei Zimmertemperatur stehengelassen, 80 Se 
kunden im siedenden Wasserbad gehalten, abgekiihlt, auf 25 cem zur Marke 
aufgefiillt und kolorimetriert. Die Kolorimetrie ergab fiir die Lebe rprobe 
eine zweifache Farbstirke wie fiir die Standardprobe, die im = gleichen 
Volumen von 25cem 0.2 mg Ur enthielt: demnach 0.4 mg Ur fiir 3.5 2 
Rindsleber oder 11,4 mg-°,, Ur in der Rindsleber. 


b) Parallelversuch mit 10g Rindsleber. 2... 0.0. 11,4 mq-°,, Ur 

c) ” » lOg Schweinsleber ..... 8,4 os 

d) = » we es ae ee - = 

, 0 9 

e) a . l0g i i a ee 1 71.9 mg-' 7 
5g ie ~ a os 5 

; 0 0.0 

f) zs » 0g “ ie Soe \ 10.6 ma-' tr 
5g s ree 


Kontrollversuche mit reiner Uratlésung mit einem Gehalt von 0,1 
Harnséure ergaben bei der Kolorimetrie gute Ubereinstimmung. 


Jerechnet 20 mg: gefunden 19,9 mg 


= oi 14,9 
0 . on 9,7 
D on - 4.8 


Zweite Versuchsreihe. 


Weitere Versuche ergaben jedoch, daB man bei Bestimmungen 
dieser Art gewisse Vorsichten zu beachten hat. Es ergab sich namlich, 
daB man die Menge des verarbeiteten Gewebes, die bei obigen Versuchen 
10 oder 5g betragen hatte, nicht etwa beliebig vermehren oder ver- 
mindern kénne, ohne zu Fehlresultaten zu gelangen. Nur innerhalb 
gewisser Grenzen besteht Proportionalitat zwischen der Menge ver- 
arbeiteten Materials und der resultierenden Farbstarke der blanen 
Lésung. Verwendet man zur Analyse allzu geringe Gewebsmengen, 
so bekommt man zu hohe Werte; verarbeitet man aber zu viel Aus- 
gangsmaterial, so bekommt man zu niedere Resultate, weil die Farb- 
entwicklung stecken bleibt. Es gilt hier Ahnliches wie fiir manche andere 
blaue Farbungen, welche bei Reduktion wolfram- und molybdanhaltiger 

' 10g Natriumwolframat + 8 cem 85°, iger Phosphorsaure 70 cem 
Wasser, 3 Stunden unter RiickfluBkiihhing gekocht, dann auf 100 cem 
aufgefiillt. 
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Reagenzien auftreten!. Da man aber, wenn man es mit einem Organ- 
material zu tun hat, unméglich von vornherein wissen kann, innerhalb 
welcher Breite die Zone der einigermaBen konstanten Werte liegt, 
bleibt nichts anderes iibrig, als ganze Serien mit wechselnden Organmengen 
anzusetzen und so diese Zone, innerhalb deren man annahernd richtige 
Werte erwarten darf, empirisch zu ermitteIn, die héheren und niederen 
Werte aber zu streichen, z. B.: 


Rindsleber. 


Peewee Tie ec tte tw s 4 AD owes 


NN eM egitd ck tah eo Ge ee 3G 4 als richtig 
ee a ae are pends a 
ge US ee ee PG aw ee ee , Mittelwert 
Wee se ae gS Gk le a ee me 15.1 mg- 
eS a eee eee ok: 


ie se sic + Ss & >. SO 


Es ergeben sich aber auch Falle. wo die Auswahl der Werte nicht so 
eindeutig ist, z. B. 


Rindsleber. 


Ameete emt Ge. i ss tt ch cw + HBe-' 


Du LOS 
10g. 9,2 
l0g. 9.4 
lig 8,9 
Oa ae ee eee 
ee ee ee ee 6.0 
re es! & @ « ee 


Da liegt es nun auf der Hand, daB man die beiden niedrigsten Werte 
jedenfalls ausschalten wird. Es liegt aber eine gewisse Willkiir darin, ob 
man den Mittelwert zieht aus 


9,0 mq-° 


8.9 | mit 
8.5 

' So hat seinerzeit der eine von uns gemeinsam mit W. Fleischmann 
und in Ubereinstimmung mit Gortner und Holm gefunden, das bei der 
T yrosinbestimmung nach Folin und Denis die durch das Folinsche Reagens 
entwickelte Farbung keineswegs eine lineare Funktion des reagierenden 
Materials darstellt. Jener Konzentrationsbereich, wo tiberhaupt von einer 


Proportionalitat zwischen Konzentration und Farbungsintensitat die Rede 


sein kann, ist begrenzt. Oberhalb einer bestimmten Konzentration bleibt 
die Reaktion einfach stecken. Ahnliches gilt fiir die Tryptophanbestimmung 
nach Folin und Looney (vgl. O. Firth, Lehrb. d. phys. u. path. Chem. 1, 24 


und 35, 1928). 
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idder aber aus 


11.3 
10.8 
9,2 
9.4 


8.9 


9.7 ng 


S.o 


Allerdings liegt in diesem Falle die Differenz zwischen 9.0 und 9.7 meg-' 
innerhalb der Fehlergrenzen der Methode. 

Es gibt aber auch andere Falle. wo sich die Entscheidung. welche 
Werte auszuwahlen sind, tiberhaupt nicht fallen laBt, wo also die Methode 


in dieser Form tiberhaupt nicht anwendbar erscheint, z. B.: 


Menschenleber, Cirrhosis hepatis : 


Anpastz mit G@ea.... . 46,8me 
Di. «+ «ss « Se 
_ | Se eee 
Mee Se eS 
OMe ss «so eee 


Menschenleber, braune Atrophie nach Insufficientia cordis: 


Ansatz mit 2@¢..... 34,1 me¢g- 
ee. ius > Bw 


MWe. «s «+ ee 
cw es OO 


POU g . 6 ° ° ° 4.8 


Dritte Versuchsreihe. 

Derartige Falle. wo uns unsere Methode eben im Stiche gelassen 
hatte, haben uns nun dazu gefiihrt, nach einer Verbesserung derselben 
zu suchen. Wir fanden schlieBlich folgenden Ausweg: 

Die Extraktion des Organs mit 0.01 °,iger Lithiumcarbonatlésung 
und die Enteiweibung mit Uranylacetat wurde wie oben durchgefiihrt. 
Im Filtrat wurde nunmehr die Harnsiure nach Beseitigung des Uran- 
iiberschusses mit Dinatriumphosphat als Si/ber-Magnesiaverbindung 
nach Ludwig-Salkowski! gefallt. Der Niederschlag wurde in iblicher 
Weise mit Schwefelwasserstoff zerlegt und das Filtrat nunmehr der 
Kolorimetrie nach Folin unterworfen. 

a) 100cem eines wie oben gewonnenen lUvranylacetatfiltrats aus 
Rinderleber (55g des Ausgangsmaterials entsprechend) wurden mit 
30 com des Ludwig-Salkowskischen Reagens ausgefallt. Der voluminése, 
grobflockige Niederschlag wurde nach dem Absetzen abdekantiert, 
dann zentrifugiert und zweimal mit ammoniakalischem Wasser ge- 


waschen. Nunmehr wurde der Niederschlag in ein Becherglas iber- 


1 Das Ludwiq-Salkowski sche Reagens (Ammoniakalische Silberlésung 
Magnesiamischung); vgl. EB. Spdth, Unters. d. Harns, 3. Aufl... 1908, 


S. 206. 
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gespilt, mit Salzsdure angesiuert, mit 5cem einer 1°,igen Kupfer- 
sulfatl6sung versetzt, zum Sieden erhitzt, mit Schwefelwasserstof! 
gesittigt, der Silbersulfidniederschlag heiB abfiltriert, mit heiBem 
Wasser ausgewaschen und das Filtrat auf 100 ccm aufgefiillt. Je 5cem 
desselben (2,75 g Leber entsprechend) ergaben fiir diese Leber einen 

| 9.0:mg-%. Zwei Proben der gleichen Leber 
8.6 {22 mg-%. Zwei Proben der gleichen Leber, 
nach der alten Methode analysiert, ergaben fiir 


Harnsduregehalt von 


5@ Ansatz ..... 80 mge-* 


) 
o | ¢ Oo 
bq - 
log ,, Gt j M1 mg -% 


also sehr gute Ubereinstimmung der alten und der neuen Methode. 
b) Proben einer anderen Rindsleber gaben nach der alten Methods 


mit einem Ansatz von 5g Leber. . ... . 8,1 mg-% ) 99 " 
Pico ban eee Se 


Kine andere Probe der gleichen Leber lieferte aus 10g 200cem Uranyl- 
acetatfiltrat. 

100 cem dieses Filtrats, entsprechend 5g Leber, ergaben nach 
Ludwig-Salkowski-Fallung, einen Ur-Gehalt der Leber 
entsprechend. t. <> ete 

50 ,, dieses Filtrats, entsprechend 2',,g Leber, ergaben 
nach Ludwig-Salkowski-Fallung, einen Ur-Gehalt der 
Leber enteprechemd. . . . 2 «© s+ 6 ws  » 


7 
4,0 


Es wurden von dem gleichen Filtrat nun verschiedene Mengen der 
gleichen Kolorimetrie unterworfen: 
5ecem Filtrat + 0cem Wasser: Harnsaiuregehalt der Leber 
umgerechnet ....... %@,9mg-% 


as sg ee) os ne Harnsiuregehalt der Leber 
umgerechnet bie a gs oe 

a © os Harnséuregehalt der Leber 
umgerechnet ae ie ee ; 

ae se ‘< Harnsauregehalt der Leber 
umgerecnnet ...... . 66 ,, 

— = ©. a Harnsauregehalt der Leber 


umgerechnet, sehr niedriger, 
unbrauchbarer Wert. 

Die Kolorimetrie der nach Ludwig-Salkowski abgetrennten Harnsdure 
fraktion erwies sich also innerhalb weiter Grenzen von der der Kolorimetri« 
unterworfenen Harnsduremenge unabhdngigq. 

c) Andere Rindsleber. 

Alte Methode: 


Ansatz mit 5g Leber: Ur-Gehalt der Leber . 8,8 mg-°o ) 86 mg-°, 
10g ,, ue P os a nly j ’ 
Neue Methode, Ludwig-Salkowski-Filtrat: 


entsprechend 6g Leber: Ur-Gehalt der Leber. . . 7,8mg-"., 
ae J 


0 
7,6 mg-° 


3g + 
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lve rie l’« rsuchsre the ™ 


a) Da menschliches Sektionsmaterial ja nur ganz ausnahmsweise 
in vollig frischem Zustande zur Untersuchung gelangt, mubte fest- 
gestellt werden, inwieweit der Harnsiuregehalt der Leber durch eine 
vorausgegangene Autolyse beeinfluBt wird. Zwei Proben von je log 
Rindsleber wurden in 100 cem Wasser suspendiert und nach Zusatz 
einer Bodenschicht von Chloroform und einer Deckschicht von Toluol 
im Brutofen bei 40° 4 Tage lang sich selbst tiberlassen. Die Analyse 
ergab sodann 7,9 und 7,0 mg-°,, Ur. Es war also keinesfalls cine Zunahme, 
eher cine Abnahme der Ur zu verzeichnen. 

b) Es wurden weiterhin 10 g der gleichen Rindsleber der Sdureh ydrol ys 
unterworfen und mit 100 cem Wasser und 20 cem 10° iger Schwetelsaure 
3 Stunden lang unter Riickflubkiihlung gekocht; dann wird neutralisiert 
und die Bestimmung in gewohnter Weise vollzogen. Dieselbe ergab 
nunmehr 2,4 bzw. 1,8 mg-°,,; also eine sehr starke Abnahme der lr. 

c¢) 10 ¢ der gleichen Rindsleber wurden mit 100 c¢cem Wasser und mu 
10 cem 10° iger Schwefelsaéure (also der halben Sduremenge wie im vorigen 
Versuche) 3 Stunden lang unter RuickfluB gekocht ; dann wurde mit Natron 
lauge genau neutralisiert, | Stunde lang am Wasserbad mit 0,01 °iger 


Lithiumearbonatlésung digeriert, mit einem UberschuB 3° ig. Uranyl 
acetatl6sung ausgefalit und das Filtrat wie gewéhnlich weiterbehandelt. 
Es fand sich: vor der Hydrolyse 8,3 .g-°, Ur; nach der Hydrolyse 
2,5 mg-° Ur. 

d) Zwei Proben anderer Rinderlebern in gleicher Weise behandelt 
ergaben: vor der Hydrolyse 7,5 mg-°,, Ur; nach der Hydrolyse 3,0 mg-°,, Ur: 
vor der Hydrolyse 6,8 mg-°9 Ur; nach der Hydrolyse 3,6 mg-°., Ur. 

Es ergah sich sonach, dap auch mapige, mehrstiindige FKinwirkung 
verdiinnter Sdure vollauf geniigt, um einen gropen Teil der vorhandenen 
Harnsdure zu zerstéren. Kin Vorgang, wie derjenige Harpuders (s. oben), 
der Organbrei 3 Stunden lang mit 3°,iger Schwefelsdiure gekocht hatte, 


erscheint also unzweckmabig. 


Fiintte Versuchsreihe e 


Es blieb nur mehr festzustellen, ob und inwieweit die Resultate 
unserer Methoden durch Spaltstiicke von Nucleinsduren, wie Nucleotide, 
Nucleoside und Purinbasen gefalscht werden, insofern dieselben etwa 
mit dem Folinschen Phosphorwolframsaurereagens ahnliche Farbungen 
gaben wie die Harnsdaure. 

a) Hejenucleinsdure, in wenig Natronlauge gelést. gab keine F'o/i- 
Farbung. 

b) Hefenucleinsdure wurde in » 10 NaOH geloést, iiber Nacht stehen- 
gelassen. Am nachsten Tage war die Aufspaltung der Nucleinsaure bereits 
soweit fortgeschritten, dal}. Neutralisation mit verdtinnter NSalzsaure keine 
Fallung mehr gab. Auch nunmehr gab das Umwandlungsprodukt keine 
Folin-Farbung. 


te 
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c) lg reiner Hefenucleinséure wurden mit 15g konz. Schwefelsdure 
und 30g Wasser 14 Stunden lang unter RickfluBkthlung hydrolysiert. 
Das Reaktionsgemenge gab nach entsprechender Verdiinnung eine deutliche 
Folin-Reaktion ; doch war dieselbe etwa 250 mal schwacher als jene Farbung, 
die zu erwarten gewesen wire, wenn die in der Nucleinséiure enthaltenen 
Purinbasen véllig zu Harnséure umgewandelt worden waren. Das schwefe! 
saure Hydrolysat wurde nunmehr mit Ammoniak neutralisiert und mit 
ammoniakalischer Silberl6sung ausgefallt. Der purinbasenhaltige Nieder- 
schlag wurde abfiltriert und zerlegt. Die schwache blaue Folin-Farbung 
fand sich aber gar nicht in der Purinbasenfraktion, vielmehr in deren ent 
silbertem Filtrat und diirfte eher von den Kohlenhydratkomponenten det 
Nucleinséure hergeriihrt haben. 

d) 1g Hefenucleinsiure wurde nach Calvery! mit lL0Ocem 5° igel 
Natriumcarbonatlésung 10 Stunden lang im Wasserbad bei 50 bis 60° digeriert, 
wobei eine weitgehende Aufspaltung in Nucleotide der Purin- und Pyridin- 
basen erfolgt. Die Folin-Reaktion in diesem Gemenge war vollig negativ. 

e) Guanin, in heiBem Wasser gelést, gab zwar eine positive Folin- 
Reaktion, aber etwa 300mal schwacher als die gleiche Menge von Harnsaure. 

f) Uracil (von Hoffmann-La Roche) gab keine Folin-Reaktion. 

Wir gelangten also zu dem Ergebnis, daf eine Triibung unserer 
Versuche durch Spaltstiicke der in den Organen enthaltenen Nucleinsdure 
keineswegs zu befiirchten sei. 


Ill. Versuche an Ratten. 

Wir haben weiterhin zahlreiche Versuche an Ratten ausgefiihrt, 
um die Anderung des Harnsiuregehalts ihrer Lebern bei verschieden- 
artiger Erndhrung, sowie unter Einwirkung von Phenylchinolincarbon 
sdure zu studieren, dessen Anwendung als Gichtheilmittel, wie be- 
kannt, die Annahme zugrundelegt, daB es eine Ausschwemmung der 


Harnsdureablagerungen aus dem Organismus auszulésen vermag; die 


analysierten Lebermengen betrugen 5 oder 10g (in letzterem Falle 
wurden je zwei Lebern fiir eine Analyse bendétigt). 


A. EinfluB8 verschiedenartiger Ernahrung. 


lL. Gemégehte Bendhrune: Ge... ccc enw ee ew BBY og , 
- »o{f 8 omg- 
ee a eee a a 
ee ee 
ee a ee eee ae 2s Sale) a a  » sp 
Rte a 
3. Kohlenhydratreiche Nahrung (7 Tage: fee. 5... TE} 11.3 
Speck, Zucker, Semmeln und Karotten) | 10g. . . 10.65 e 
4. EiweiBreiche Nahrung (7 Tage, { 5g ....... 450 - 
=e 5, . 
ausgekochtes Fleisch) toe. 24% 4 s 2 eg 
5. Reine Speckfiitterung 5g . ~~... 2 2 2 « © © © 11,2) 10,7 ,, 


crs Ge a Goes x6. ae 


1 H.O. Calvery, J of biol. Chem. 72, 28, 1926. 
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_ 


6. Reine Milzfiitterung (7 Tage, von sechs Ratten { 5g 17,6) 


14,0 mg-' 


y 


gehen drei wahrend des Versuchs zugrunde) | lO g 10,4 
7. Milz mit Speck gebacken (14 Tage): ee 14.8 | 15.3 
-~_- » 

log we. Ss ° 15.7 | 
Ss. Thymus mit Speck qekocht (14 Tage): 5g@....~. 75) , F 
l0g 725 ** 

oe. « so « SES 
| 19.9 

) ara = o 

Ne ee igh ak ed 
Mme. ss >» « SSS BS 

oes = = = + Bae 


Wir werden diese Versuche derart deuten diirfen, daB das normale 
Harnsiureniveau der Rattenleber von etwa 8 bis 12 mg-°,,, wie es sich 
bei gemischter, kohlenhydrat- oder fettreicher Nahrung ergibt, nicht 
nur durch Hunger, sondern auch durch reine KiweiBnahrung (vermutlich 
als Folge der ,.spezifisch-dynamischen EiweiBwirkung‘*) merklich 
herabgedriickt worden ist. Eine ausgesprochene Erhéhung des Harn- 
siureniveaus dagegen konnte nach purinreicher Nahrung (Milz, Thymus) 
in der Regel festgestellt werden. 


B. Versuche mit Phenylchinolincarbonsaure. 

Bekanntlich ist die Phenylchinolincarbonséure seinerzeit unter 
dem Namen ,,Atophan™ in die Therapie der Gicht eingefiihrt worden 
(Wetntraud), nachdem man beobachtet hatte (Vikolaier und Dohm), 
daB diese Verbindung die Ausscheidung der Harnsaiure beim Menschen 
in tberraschender Weise (um 70 bis 330°.) zu steigern vermag. Man 
nimmt an, dais der normale Mensch iiber einen gewissen Harnsiure- 
vorrat in den Geweben verfiigt und daB diese Depots durch die 
Phenylchinolincarbonséure mobilisiert werden. Sind diese Depots 
entleert, was meist nach 2 bis 3 Tagen der Fall ist, so kénnen 
natiirlich weitere Gaben des Mittels keine Harnsiureausscheidung zur 
Folge haben. 

1. Zwei Ratten erhielten 0,3. g¢ phenylchinolincarbon.aures Na p. K. 
subeutan und wurden 2 Tage spiter getétet. Das Gemisch der beiden 
Lebern gab: 


Ansatz ig 7,21 4 
l0g 7.04 1 mg- 
2. Der gleiche Versuch: 
(as sce ee Se Oe Se ae ee Dee é 
EE ae ere een Me ht 
3. Der gleiche Versuch an drei Ratten: 
ES a Ok we A ee ee ee 
loo 5.7 | omg 
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4. Drei Ratten erhielten Injektionen von je 0.2 ¢ phenylchinolin 
carbonsaurem Na p. K. dreimal in Abstanden von 48 Stunden. 8 Stunde: 
nach der letzten Injektion wurden die Tiere get6tet und das Gemisch ihre 


Lebern verarbeitet. 


Ansatz 5g ; & a 3.6 | 
Re ee eA eee he 2 gn Se mq- 
weitere 7!.,g¢ Leber wurden verarbeitet . . . . 3.6 
5. Drei Ratten erhielten in Abstainden von 2 Tagen sechs Injektione: 
zu 0,15¢ p.K. Nach 12 Tagen wurden die Tiere getétet, nachdem ih 


Gewicht erheblich (148 — 120, 146 —~ 132. 176 ~» 1472) abgenommen hatt: 


Die Analyse ergab: 5g alte Methode. . . . . 53). 2 | 
r 5,1 f °°" ' 5,2 mg 


neue i — ee 5,2 

Die Versuche ergeben, daB es durch Phenylchinolincarbonséiur: 
gelungen ist, den Harnsduregehalt der Leber erheblich bis auf 3 bis 
5 mg-°,, hinabzudriicken. Es ist aber auch durch oftmalige Beibringung 
von Phenylchinolincarbonséure nicht gelungen, eine vdllige Aus- 
schiittung der in der Leber angechduften Harnsdure herbeizufiihren. 


IV. Der Harnsiuregehalt pathologisch verinderter Menschenlebern. 

Wir haben schlieBlich ein gréBeres Material an pathologisch ver- 
anderten Menschenlebern, teils nach unserer alten, teils aber nach 
unserer neuen Methode verarbeitet und geben unsere Befunde im 


folgenden wieder: 





Harnséure 


Zum 
Ver- 
such neue 
Ge- ae eee ae ee ee ey ange- alte Methode mit 
echiecht Todesursache Leberbefund pom metnede rp arta 
Menge . Salkowski - 
Leber Fillung 
g mg-' mg-° 
a" Tubercul. Keine auffallende 5 9.21 9 3 
pulmonum Veranderung 10 245 °° 
rou zweifelhaft ‘i 5 7,5 ) rf; 
1( 46) * 
fou Decubitus nach ‘i 5 17,3 | 16.5 
Prostatektomie 10 15,6 }~"* 
g Tubercul. Amyloidentartung 2 || (27,1) 
pulmonum der Leber 5 | (18,3) 
10 11.4 | 
15 10,8 } 10,2 
10 8.4 
2 - Keine auffallende 2 4.5 
Veranderung 5 4,6 
0 5, 4.6 
5 3 


wo 


3'3 | 
53 
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Zum 
Ver- 
such neue 
eect Vodesursache Leberbefund oud ult Methode 1 
setzt¢ Methode Lud 
Menge sali 
Leber Fallang 
£ mg mg 
Cirrhosis hepatica Cirrhosis hepatica 2 5.0 
5 4.6 | 4.5 . 
10 45/44 46)4° 
15 44 | 
29 3.6 
" 5 3.0 | 29 Ve 
10 an; “" = 
r Endocarditis lettige 2 (7.8) 
Degeneration 5 (6,1) 
der Leber 10) 4.5 5, 
15 49° 49 
20 5,0 
2 Ascites infolge Fettig 2 (11,0) 
Herzinsuftizienz degenerierte 5 (10,6) 8.5 
Stauungsleber 10 83 
15 8.0 8.2 
21 8,2 
F Pneumonie Parenchymatose 2 (14.0) 
Degeneration 5 10.2 10.0 
der Leber 10 10.4 
15 10,0 10,1 
20 Q7 | 
2 Endocarditis Parenchymatose 2 (10,0) 
Degeneration 5 S.4 9.0 
10 8.2 | 8.3 
15 8.2 | 
20 (6.4) 
Zum Harnsaure 
eT- 
such heue 
jikmeeies Todesursache — Leberbefund pr ot alte a 
Sianele Methode P 7 
Lebe1 Fallun 
z mg-* ng 
F Carcinoma recti mit Lebermetastasen 
A. Lebergewebe 2 4.0) 
5 4.2 | 
10 3.9) 4.0 38 
5 3.7 | 
20) Oy 
Bb. Metastasen 2 3,2 
5 2.7 | 
10 27 2.8 AD 
5 2.5 
20 3.0) 
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vom Harnsiéure 
Ver- 
such neue 
Ge- a eee a ee ange- alte Methode mit 
schlecht Todesursache — Leberbefund setzte a Ludwia 
Menge ‘ Salkowski- 
Leber Fiallung 
g mg-°/» mg-° 
rou Carcinoma recti mit Lebermetastasen 
A. Lebergewebe 2 2,1 
5 1,8 | 
10 12> 15 2,0 
15 is 
20 1,0 
fou B. Metastasen 2 3,0 
5 $2 
10 mes 31 3,4 
15 2.8 
20 3,1 
oO Diabetes mit myodegeneratio cordis 2 10,4 
5 16,0 
10 11,2 > 11,7 11,2 
15 «104 | 
20 10.7 
fou Diabetes und Coma diabeticum 3 9,7 | 
5 10,1 
10 98! 95 8.4 
5 8,6 
20 9,4 


Zusammenfassung. 


1. Zum Zwecke der Harnsiurebestimmung in Leberproben wurden 
dieselben zerkleinert mit heiBer 0,01°,iger Lithiumcarbonatlésung 
extrahiert. Aus den Filtraten wurde nach EnteiweiBung mit Urany!- 
acetat und Beseitigung des Uraniiberschusses mit Natriumphosphat 
die Harnsiure entweder mit Silberlactat niedergeschlagen und nach 
Folin kolorimetrisch bestimmt, oder aber wurde die Harnsiure mit 
Silbermagnesia (nach Ludwig-Salkowski) gefallt, der Niederschlag 
mit Schwefelwasserstoff in iiblicher Weise zerlegt und ein aliquoter 
Teil der Zersetzungsfliissigkeit der Kolorimetrie unterworfen. Beide 
Verfahren gaben annahernd ibereinstimmende Werte. Der erstere 
Vorgang erfordert unter Umstanden den Ansatz von Serien mit wech- 
selnden Mengen Ausgangsmaterials, um Irrtiimer zu vermeiden. 


2. Vorausgegangene, kurzdauernde Autolyse des Gewebes beein- 
trichtigt die Bestimmung nicht. Dagegen geniigt bereits mehrstiindige 
Einwirkung heiBer verdiinnter Schwefelsdure, um einen groBen Teil 
der vorhandenen Harnsiaure zu zerstéren. 
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3. Eine Triibung der Versuchsergebnisse durch Spaltstiicke der 
im Organ enthaltenen Nucleinsdure ist nicht zu befiirehten. 

4. Der normale Harnsauregehalt der Rattenleber bei gemischter, 
kohlenhydrat- oder fettreicher Nahrung liegt bei 8 bis 12 mg-°,. Der- 
selbe wird durch Hunger oder durch reine EiweiBnahrung etwas herab- 
gedriickt, durch purinreiche Nahrung meist erhdht. 

5. Durch Phenylchinolincarbonsdure gelang es, den Harnsaure- 
gehalt der Rattenleber auf 3 bis 5 mg-°,, hinabzudriicken. Doch ist 
es auch durch wiederholte Beibringung relativ groBer Dosen nicht ge- 
lungen, eine vollige Ausschiittung der in der Leber angehauften Harn- 
siure zu erzielen. 

6. Der Harnsaiuregehalt der unverainderten oder nur wenig paren- 
chymatés verainderten menschlichen Leber liegt meist zwischen 7 und 
10 mg-°,,.. In cirrhotisch veranderten, von Metastasen durchsetzten 
und stark verfetteten Lebern fanden sich niedere Werte von nur 2 bis 


3 mg-°,. 





Uber das wahrscheinliche Vorhandensein 
eines schwer vergirbaren Zuckers (Galaktose) 
im Blute der Schwangeren. 


Von 


Stefano Battistini, Leonardo Herlitzka und Bruno Cossu. 
(Aus der allgemeinen Klinik fiir innere Medizin der Kgl. Universitat Turin.) 


(Eingegangen am 9, Mai 1933.) 


Die Frage nach dem Kohlenhydratstoffwechsel der Schwangeren 
ist schon lange Gegenstand eingehender Untersuchungen gewesen, 
besonders in der Absicht, die Leistungsfahigkeit des Pankreas in diesem 
Zustande beurteilen zu kénnen. 


Wir wollen hier von den diesbeziiglichen histologischen Untersuchungen 
absehen und nur in aller Kiirze auf die Arbeiten iiber den eigentlichen 
Zuckerhaushalt hinweisen. Dab es am Ende der Schwangerschaft zu einer 
sehr haufigen Glykosurie kommt, ist schon seit 1856 [ Blot (3)] bekannt; 
das soll in 80 bis 100°, der Faille vorkommen [Cron (6)}]. Bei 3,5°, der Falle 
(2200) handelte es sich um Lactose, sonst aber um Glykose [Cron (6), 
auch Clemente (4)].. Dabei sinkt die Kohlenhydrattoleranz | Bar (1), Bawer(2)), 
und darauf bauten Frank und Nothmann (8) ihre alimentire Glykosurieprobe 
zur triihen Diagnose der Schwangerschaft. Auch die Toleranz fiir Galaktose 
ist sowohl wahrend der Menstruationsperiode als auch bei der Schwanger- 
schaft herabgesetzt, was auf eine Verminderung der Ovarialfunktion deuten 
soll [Rowe und Guiness (13) (14)]. Es scheint aber nicht, daB dabei der 
Galaktosespiegel nach Darreichung der Galaktose untersucht worden ist. 
Zahlreich sind dagegen die Untersuchungen tiber den Glykosegehalt im 
niichternen Zustand und bei Belastungsproben, jedoch sind die Ergebnisse 
der verschiedenen Forscher aéuBerst voneinander abweichend, da _ einige 
eine Zunahme, andere direkt eine Abnahme der (lykamie vorfanden. 


Bei solcher Unsicherheit der Ergebnisse haben wir bei den Vor- 
versuchen iiber diese Frage getrachtet, neue analytische Methoden 
anzuwenden, die es uns gestatten kénnten, die verschiedenen im Blute 


vorkommenden reduzierenden Stoffe voneinander zu unterscheiden, 
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und das sowohl am Ende der Schwangerschaft als auch wahrend des 
Wochenbettes. 

Durch die Arbeiten von Fishberg und Dolin (7) auf die Zunahme 
der Restreduktion aufmerksam gemacht, haben wir uns bemiiht, 
dariiber ins Klare zu gelangen, ob dies auf einer einfachen Anhaufung 
der gewohnlich vorhandenen reduzierenden Stoffe (Glutathion, Ergo- 
thionein usw.) beruht: es kénnte sich aber auch um eine neue, normaler- 
weise nicht vorhandene Substanz dabei handeln. Zu diesem Zwecke 
haben wir vergleichende Untersuchungen angestellt und zwar bei 
EnteiweiBung nach Folin-Wu einerseits und nach Somogyi andererseits. 
Dabei sind wir von der Tatsache ausgegangen, die wir in friiheren 
Untersuchungen (9), (10) vollkommen_ bestitigen konnten, das die 
teduktion bei letzterer Methode und bei vorhergehender Behandlung 
mit Hefesuspension vollkommen verschwindet. Das bedeutet, dab 
durch die Somoqyische Methode der Ubergang der nicitzuckerartigen 
reduzierenden Substanzen in das Filtrat verhindert wird. 


Untersuchungsmethode. 


Die Einzelheiten der von uns angewandten Methoden sind in unserer 
friheren Arbeit eingehend beschrieben und besprochen worden. Hier be- 
schranken wir uns auf folgende Hinweise. Vier Proberéhrehen wurden 
mit je 7cem destilliertem Wasser und vier mit je 7Teem einer 10° igen 
Brothefesuspension beschickt. In jede Réhre wurde dann 1 cem vendsen 
Blutes zugesetzt, welches am Morgen von der niichternen Frau entnominen 
worden war. Die EnteiweiBung wurde in je zwei Réhren jeder Gruppe 
nach Folin-Wu bzw. nach Somogyi vorgenommen. Die Totalreduktion 
und die Restreduktion wurden dann kolorimetrisch nach Folin-Wau doppelt 
bestimmt. Die tabellarisch mitgeteilten Zahlen stellen den Mittelwert aus 
beiden gut tibereinstimmenden Werten dar. Die Restreduktionswerte sind 
in Glykoseiquivalenten (mg) ausgedriickt. Bei jeder Frau wurde die 
Untersuchung im letzten Monat der Schwangerschaft ausgeftihrt und, 
soweit es moglich war, ein zweites Mal am fiinften Tage des Wochen- 
hettes wiederholt. 

Wir wollen nun unsere Zahlen statistisch verwerten. 

Wenn wir die gefundenen Zahlen nach ihrem Wert ordnen, so bemerkt 
man, daB besonders haufige Werte kaum vorkommen, und dali die Falle 
vom kleinsten bis zum héchsten Wert ziemlich gleichmaBig verteilt sind: 
Die Streuung ist namlich ziemlich grol. Der Durchschnittswert aller 
Fehler (m) sehwankt zwischen 2.5 und 10.3; das hangt vor allem mit den 
der analytischen Methode anhaftenden Fehlern zusammen; doch ist das 
nicht die einzige Ursache, denn sonst miiBte ja m bei hohen und tiefen 
Reduktionswerten ziemlich konstant sein, wahrend m bei hoher Reduktion 


ansteigt. Das wichtigste Ma® der Variabilitat ist der mittlere Fehler 
2 (yr?) 
o} 
n 


welcher von 3.2 bis 13,2 schwankt. 
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Es handelt sich also hier um eine ziemlich groBe Breite der individuellen 
Schwankungen. Nach dem Gaufschen Fehlergesetz ist die Homogenitit 
der Beobachtungsserie durch das Verhaltnis 02 m2? gekennzeichnet. wenn 


v 2 wv D 
‘ «yz : fayr\*? . : ed 
u* und m-* (~"") sind. Die Homogenitét ist am héchsten 
n nM 
o* D4 — ; ve . ‘ 
wenn —. . 1,57. In einzelnen unserer Serien ist dieser Wert zu hoch 
m- = 


(bis 3.1); dieselben werden aber viel besser, wenn man die Werte von Fal! 
Nr. 16 von der Berechnung ausschlieBt. Dann sinken die 0? m?-Wert: 
von 3,1, 1,73 und 2,62 auf 1,54, 1.53 und 1,42. Das bedeutet, daB Fall 
Nr. 16 eine Ausnahme in betreff auf seine Reduktionsstarke vorstellt 
Man kénnte uns vorhalten, daB die Zahl unserer Falle zu klein ist, doch 
wenn wir auch von der Konstanz der Ergebnisse absehen, so ist folgendes 
hervorzuheben. Der Wert ¢ ist mit demjenigen des wahrscheinlichen Fehlers 
durch die Gleichung w. F. 0,6745 06 gekoppelt. Daraus haben wir den 
w. F. berechnet und in der vorletzten Zeile der Tabelle wiedergegeben. 
Dieser w. F. bedeutet, dai irgend ein Fehler mit derselben Wahrschein- 
lichkeit gréBer oder kleiner als der w. F. ausfallen kann, d. h. da®B der Halfte 
aller Beobachtungen ein Fehler, der nicht gréBer als der w. F. ist. anhaftet ; 
dem entspricht, daB 68° der Falle keinen gr6Beren Fehler als o aut- 
weisen. Um zu erfahren, wie die Beobachtungen bei einer gréBeren 
Zahl von Fallen ausfallen witirden, miissen wir den mittleren wahrschein- 
lichen Fehler ausrechnen, das ist der w. F. der Durchschnittswerte JJ aus 
einer ganzen Anzahl von Beobachtungsreihen, wovon jede aus » Einzel- 
a 7 cass ae ‘. : eh 
beobachtungen besteht. Dieser m. w. F. 0.6745 - Auf diese Weise 
yt 

haben wir die Zahlen der letzten Reihe der Tabelle ausgerechnet. Daraus 
ergibt sich, daB die Durchschnittswerte der einzelnen Reihen in der Halfte der 
Reihen selbst um héchstens 2 mg auf 100cem Blut vom allgemeinen Durch- 
schnittswerte abweichen wiirden. In 68°, der Reihen wiirde die Abweichung 
héchstens 3mg betragen. Um solchen m.w. F. auf die Halfte herabzu- 
driicken. miiBte man 64 Frauen untersuchen, und um zu einer hoéheren 
GroBenordnung zu gelangen, d.h. um die Genauigkeit zu verzehntachen, 
muBte man 1600 Falle erreichen. 

Man mu den SchluB ziehen, daB nicht nur unsere Beobachtungen 
vollkommen zuverlassig sind, sondern auch in quantitativer Hinsicht 
genau sind, soweit es die praktische Ausfiihrung der Untersuchungen 
gestattet. 

Besprechung der Ergebnisse. 

Was die Totalreduktion betrifft, so haben wir am Ende der Schwan- 
gerschaft durehschnittlich kleinere Werte als im normalen Zustande 
festgestellt: Nach Folin-Wu 66 bis 100, Durchschnitt 78.8 (normal 98.5) ; 
nach Somogyi 54 bis 838, Durchschnitt 64,6 (normal 77). Das stimmt 
mit den Untersuchungen von Herold (11), Scontrino (15), Novak (12) 
usw. tiberein. Der Unterschied aber der Werte, die durch die beiden 
Methoden gewonnen wurden, deckte sich mit denjenigen, die wir 
beim normalen Menschen in unserer friiheren Arbeit  festgestellt 


haben. 
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5 Tage nach der Niederkunft fanden wir alle Werte zur Norm 
zuriickgekehrt. Der Unterschied zwischen den Werten, die wir durch 
die EnteiweiBung nach Folin-Wu bzw. nach Somogyi erhalten haben, 
betragen im Durchschnitt 17 mg. Wenden wir uns nun zu den Ergeb- 
nissen der Restreduktion nach Adsorption der Glykose mittels Hefe- 
zellen. Wird dabei nach Folin- Wu enteiweiBt, so findet man eine starke 
Vergr6éBerung der Restreduktion (17 bis 40 mg, Durchschnitt 27.5 mg), 
was schon von Somogyi, Fishberg und Dolin beobachtet worden war 
Wenn aber nach Somogyi enteiweiBt wird, so sinkt die Reduktion nicht 
auf Null, wie in der Norm: man erhalt dagegen immer einen Riickstand, 
d.h. eine Reduktion, die, auf Glykose bezogen, einem Gehalt von 7 bis 
27 mg (Durchschnitt 13 mg) entsprechen wiirde. 


Wir erinnern daran. dali wir in) vorhergehenden Untersuchungen. 
ganz im Einklang mit Somogy?, bei der Folin-Wu-EnteiweiBung eine ziemlich 
konstante Restreduktion von etwa 17 mg. unabhiangig von den verschie 
denen WKrankheitsbildern, erhalten haben. Diese Restreduktion wurde aut 
die Gegenwart von reduzierenden, nichtzuckerartigen Substanzen zuriick 
gefiihrt. Durch die Somoqyi-EnteiweiBung, wobei solche Substanzen ins Filtrat 
nicht tibergehen, fiel die Restreduktion immer negativ aus, wenn die Glykose 
vorher durch Hefe adsorbiert worden war. Da wir andererseits durch 
in vitro ausgefiihrte WKontrolle nachweisen konnten. dal die im Blute vor 
handene Glykose bei der Somogyi-EnteiweiBung quantitativ ins Filtrat tiber- 
geht, konnten wir die Behauptung Somogyis bestatigen, daB man durch diese 
Methode die ,,tatsachliche Glvkamie™ (fiir die wir den Ausdruck Glykose 
hamie vorschlagen, zum Unterschied von der Totalreduktion, die bis jetzt 
Glykamie genannt wird) bestimmt. Deshalb entspricht der Unterschied 
zwischen den Werten, die durch die beiden Methoden gewonnen werden, 
genau den in dem Filtrat nach Folin-Wu vorhandenen, nichtzuckerartigen 
reduzierenden Stoffen. Andererseits haben wir festgestellt, daB die eventuell 
vorhandenen, schwer vergérbaren Zuckerarten (CGalaktose) cuantitatis 
in das Filtrat tibergehen, und zwar auch bei der Somogyi-EnteiweiBungs- 
methode und bei der Adsorption durch Hefezellen. 

Bei Gegenwart von Galaktose und bet Anwendung der Hefteadsorption 
mit nachfolgender EnteiweiBung nach Somogyi ist die Reduktion des 
Filtrats nicht Null, sondern entspricht der vorhandenen Galaktose. Aut 
diese Weise ist es moéglich, bei gleichzeitiger Anwendung der verschiedenen 
Methoden im Blute die Glucosehamie, die eventuelle Galaktosehamie und die 
Reduktion durch nichtzuckerartige Steffe nebeneinander zu bestimmen. 


Dies vorausgesetzt, sind unsere gegenwiartigen Ergebnisse nicht 
ohne weiteres durch eine Zunahme der gew6hnlichen nichtzuckerartigen 
Reduktion erklarbar. Letztere entspricht dem Unterschied in der Total- 
reduktion bei Anwendung der beiden EnteiweiBungsmethoden (Diff. 1, 
dritte Spalte der Tabelle), wobei wir ganz normale Zahlen fanden. Diese 
entsprechen auch dem Unterschied der Restreduktion bei paralleler 
EnteiweiBung nach Folin-Wu und nach Somogyi ( Diff. 2, sechste Spalte). 
Die Zahlen, die wir durch letztere Enteiweibung und nach Adsorption 
gewinnen, miissen wir (da hier die nicht zuckerartigen Substanzen 
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und die Glykose zuriickgehalten werden) einem anderen Stoffe, den wir 


vorliufig 2 nennen wollen, zuschreiben. Wenn wir die nichtzucker- 
artigen Reduktionsstoffe mit r bezeichnen, so ist F, x + r:und wenn 
mit g/ die Glykose gemeint wird, so haben wir 


PF,=g+2r+r 78,8 und F, = z+ r = 27,5 
S, gi +z 64.6 und S, vr 14.4 
Diff. 1 r 13,2 Diff.2 =r 13.1 


Weiterhin kénnen wir daraus die Glykose im Blute berechnen 
und zwar 
gl S Se. 64,6 — 14,4 50,2 
und 
gi = F, —F, = 78,8 — 27,5 = 51,3. 
. a . . . _ . . oe . 
Die Chereinstimmung dieser Werte ist eine vorziigliche. 


Obwohl wir gegenwartig die Substanz x noch nicht chemisch erkannt 
haben, so ist es doch erlaubt, folgende Arbeitshypothese aufzustellen. 
Wie wir hervorgehoben haben, ist der Glykosegehalt des Blutes am 
Ende der Schwangerschaft stark herabgesetzt, ohne da hierdurch 
hypoglykimische Erscheinungen auftreten, was durch die gleichzeitige 
Gegenwart einer anderen schwer vergiirbaren Zuckerart erklarbar ist. 
Es ist ja durch die Arbeiten von Cort und Cori (5) bekannt, daB solche 
Kohlenhydrate (Fruchtzucker, Galaktose, Maltose), die durch Insulin 
hervorgerufene Hypoglykamie beseitigen kénnen. Dabei ist an Di- 
oder Polysaccharide nicht zu denken, da diese jedenfalls durch Abwehr- 
fermente in die entsprechende Monosaccharide gespaltet werden. 
Als die einzige hier in Betracht kommende Zuckerart bleibt also nur 
die Galaktose iibrig, um so mehr, wenn man sich die ziemlich starke 
Konzentration des Milchzuckers in der Milch vergegenwartigt und 
dessen Zusammensetzung aus Glykose und Galaktose beriicksichtigt. 
Obwohl die Untersuchungen itiber die Bildung dieses Disaccharides 
nicht zu endgiiltigen Ergebnissen gelangt sind, so ist es doch sicher, 
daB die Brustdriise die Glykose aus dem Blute teilweise in Galaktose 
iiberfiihrt, die sich dann mit der Glykose selbst zu Milchzucker ver- 
bindet [s. Fod (16)]. Die Uberfiihrung von Glykose in andere Zucker- 
arten (Lavulose und Mannose) ist ein wohlbekannter Vorgang, der 
in vitro ziemlich leicht zu bewirken ist. 


Wir denken uns also den Vorgang so, daB ein Teil der Glykose 
am Ende der Schwangerschaft zur Bereitung des Milchzuckers in 


Galaktose umgelagert wird, wodurch der Glykosespiegel im Blute 
herabgesetzt wird: es bildet sich nun ein Gleichgewicht zwischen Blut 
und Brustdriise, was die Galaktose oder den Milchzucker betrifft, 
mit deren Ubergang ins Blut. Wenn das Gleichgewicht nicht direkt 
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die Galaktose, sondern die Lactose betreffen sollte, so wiirde letztere 
im Blute durch ein Abwehrferment in Glykose und Galaktose gespalten 


werden. 


Eine chemische Charakterisierung der eventuell vorhandenen 
Zuckerart durch Bestimmung des Schmelzpunktes des betreffenden 
Osazons, durch die Uberfiihrung in Schleimsiure, ist nur méglich bei 
Verwendung von ziemlich viel Blut, jedenfalls viel mehr als es von 
den schwangeren Frauen zu erhalten statthaft ist. Bei der Ziege hat 
Foa wahrend der Milchproduktion kein weiteres Monosaccharid 
auBer Glykose gefunden. Dementsprechend haben wir selbst im Blute 
wihrend des Wochenbettes keine als Galaktose deutbare reduzierende 
Substanz gefunden. 


Da die Galaktose schwicher als die Glykose reduziert, so wiirde 
erstere, bei einem Reduktionswert von 14,5 mg (auf Glykose bezogen), 
in Wirklichkeit 19,3 mg betragen. Die Gesamtzuckermenge wiirde des- 
halb 19,3 mg Galaktose + 50 bis 51 mg-°,, Glykose 69 bis 70 mg-°,, 
ausmachen; das ist kaum weniger als der normale Glykosegehalt des 
Blutes. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird ein Verfahren angegeben, welches die Glykose, die 
nichtzuckerartigen reduzierenden Substanzen und eine eventuell 
vorhandene schwer vergirbare Zuckerart nebeneinander zu bestimmen 
gestattet. 

2. Die Gesamtreduktion und besonders der Glykosegehalt des 
Blutes sind am Ende der Schwangerschaft herabgesetzt. 


3. Die nichtzuckerartigen reduzierenden Substanzen finden sich 
dabei in normaler Menge vor. 


4. Es ist eine weitere reduzierende Substanz vorhanden, die 
beim normalen Menschen fehlt, welche durch Hefezellen nicht 
adsorbiert wird und in das Filtrat bei EnteiweiBung nach Somogyi 
iibergeht. 


5. Es wird die Wahrscheinlichkeit besprochen, dab es sich dabei 
um Galaktose handelt. Diese wiirde direkt oder indirekt als Lactose 
ins Blut iibergehen, und zwar auf Grund eines neuen Gleichgewichts, 
welches, durch den Verbrauch von Glykose und Ansammlung des Milch- 
zuckers in der Brustdriise, zwischen dieser und dem Blut selbst her- 
gestellt wird. 


6. 5 Tage nach der Niederkunft ist das Reduktionsbild des Blutes 
wieder vollkommen zur Norm zuriickgekehrt. 
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Zur Kenntnis der Komplexkoazervation. 
XX. abschlieBende Mitteilung: 


a) Weitere Korrelationen. 
b) Systeme mit zwei koexistierenden Komplex- bzw. Autokomplexkoazervaten, 


Von 
H. G. Bungenberg de Jong und A. de Haan. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Leiden.) 
(Eingegangen am 27. April 1933.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


I. Weitere Korrelationen. 
a) Einleitung. 

In der vorangehenden Mitteilung! wurde nachgewiesen, dab ein negatives 
hydrophiles Sol schon mit um so niedrigervalenten Kationen Autokomplex 
koazervation erleidet, je niedriger die Rez. Hexolzahl ist. 

Unter sehr vereintachten Annahmen, bei denen letztere Zahl ein direktes 
MaB fur die Besetzung der Micellenobertlache verschiedener Kolloide mit 
Zentren von kapillarelektrischer Aktivitat (weiter unten abgekiirzt mit 
..Ladungsdichte**) wird, konnte diese Korrelation gerade theoretisch e1 
wartet werden. Das tatséchliche Zutreffen dieser Korrelation (die ver- 
eintachten Annahmen werden wohl nie erfiillt sein) weist daraut hin, daB 
keine der iibrigen Variablen der Micellen einen solchen tiberwiegenden 
EinfluB auf das Endresultat hat als eben die Rez. Hexolzahl. Im folgenden 
werden wir nun weitere Korrelationen beschreiben, die man ebenfalls unter 
denselben vereinfachten Annahmen durchaus erwarten mul. Als Mabstab 
fur die Ladungsdichte gilt dann wieder | Rez. Hexolzahl fiir die negativen 


Kolloide. 


b) Die Neutralsalzresistenz der Autokomplexkoazervate (bzw. -flockungen ). 

Wir zeigten wiederholt, daB bei der Aufhebung der Autokomplex- 
koazervation zwei Valenzreihen (die der Kationen und die der An- 
ionen) auftreten, die wir ebenso wie bei der gew6hnlichen Komplex- 
koazervation auf Entladungen der beiden entgegengesetzten kapillar- 
elektrischen Ladungen zuriickfiihrten. Wir vernachlassigten dabei aber, 
daB die mit dem autokomplexbildenden lon gleichnamig geladenen 


' Mitteilung XTX, diese Zeitschr. 262, 390, 1933. 
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Tonen (z. B. K-, Ba-, Luteokobaltionen im Falle der Autokomplex- 
koazervation des Gummi arabicums mit Hexolnitrat), sei es auch in 
geringem Grade, ebenfalls angeheftet werden und zwar um so starker, 
je héher ihre Valenz ist. Jedenfalls ist dadurch auch Austausch- 
erscheinungen Rechnung zu tragen, weshalb fiir Vergleichszwecke 
die Neutralsalzresistenz z. B. gegen KCl weniger geeignet erscheint 
(obwohl auch hier die Korrelation in groBben Ziigen vorhanden ist). 
Sie ist denn auch mehr oder weniger abhaingig von der benutzten Hexol- 
menge. Besser eignet sich aber die Selbstaufhebung mit einem Cber- 
schuB des Neutralsalzes (z. B. Hexolnitrat), das in kleineren Konzen- 
trationen eben die Autokomplexkoazervation hervorgerufen hat, wobei 
obiger Umtausch umgangen werden kann. Die Daten von Spalte 4, 
Tabelle | (teils vorangehenden Mitteilungen entnommen, teils neu 
bestimmt) zeigen, daB diese Selbstaufhebung bei um so héherer Hexol- 
nitratkonzentration auftritt, je niedriger die Rez. Hexolzahl ist. Beim 
Amylum solubile und Glykogen, bei denen keine Autokomplexkoazer- 
vation mit Hexolnitrat auftritt, ist jene Konzentration Null. 

Die aufgefundene Korrelation ist sogleich verstandlich: Je gréBer 
die Ladungsdichte, um so gréBer ist die effektive gegenseitige Teilchen- 
anziehung bei der Autokomplexkoazervation. Die beiden kapillar- 
elektrischen Ladungen miissen dann auch um so weiter erniedrigt 
werden, bevor die Teilchen einander freigeben, wozu also um so héhere 
Neutralsalzkonzentrationen (hier Hexolnitrat im UberschuB) — be- 
nétigt sind. 

Tabelle I. 











z 3 
Kolloidsubstanz & = 
ee Z 
a E 
Ba-Chondroitinsulfat 28.6 202 ~ 300 200 se 
Na-Hefenucleinat 25,9 210 > 300 > 200 1200 
Na-Thymusnucleinat 26,8 225 ~ 300 ~ 200 = 
Carragheen-Schleim 29.6 210 : ad _ 
Semen-Lini-Schleim 7.6 360 . _ 
Na-Arabinat 5.65 * 720 100 50 — 
Na-Agar 2,08 * 1 280 _ — - 
Sojabohnenlecithin (Riedel) 3,1 2 300 1 60 675 
Eilecithin (AKahlbaum) 3,7 13 000 0.5 15 170 
Amylum solubile (Merck) 0,27 18 000 0 0 — 
Na-Glykogen 0,24 54 000 0 0 — 


* Durch Abrauchen mit Schwefelsiure. 
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¢) Die Neutralsalzresistenz der Komplexrkoazcrvate. 


Spalte 5 enthalt die Kaliumchloridendkonzentrationen, bei denen 
etwa die Aufhebungsgrenze der Komplexkoazervate mit positiver 
Gelatine liegt (die Daten sind den vorangehenden Mitteilungen ent- 
nommen). Falls méglich, ist die maximale Resistenzgrenze (Gelatine 

Gummi arabicum, Gelatine + beide Lecithine) eingetragen, sonst 
der Wert, bei dem die Koazervation sicher noch eintritt, der also zu 
niedrig ist. 

Der fiir Chondroitinschwefelsiure CGelatine eingetragene Wert 
ist der Doktorarbeit von A. H. A. de Willigen' entnommen. In Spalte 6 
sind einige bisher vorliegende Daten fiir die Komplexkombination 
mit Clupein verzeichnet. Spalte 5 und 6 lassen erkennen, daB in groBen 
Ziigen die Komplexkoazervate um so resistenter sind, je kleiner bei 
gleichbleibender positiver Komponente die Rez. Hexolzahl der negativen 
Komponente ist. 

In der VI. Mitteilung? sind wir schon kurz auf wechselnde 
Neutralsalzresistenz der Kombinationen dieser beiden Eiweibstoffe 
mit fiinf verschiedenen Lecithinpraparaten eingegangen und kamen 
dabei zum SchluB, daB es .,starke’ und ,,schwache’ Komplexteil- 
nehmer gibt. Eine Kombination zweier schwacher Komponenten 
liefert wenig neutralsalzresistente, zweier starker aber sehr neutral- 
salzresistente Komplexkoazervate usw. Es wird nunmehr deutlich, dab 
die negativen Kolloidsubstanzen ..schwache’> Komplexteilnchmer sind, 
falls ihre Rez. Hexolzahl ziemlich hoch (Ladungsdichte gering), ..starke* 
dagegen, wenn letztere Zahl niedrig (Ladungsdichte hoch) ist. Cherdies 
sind je nach dem Zahlenwert der Rez. Hexolzahl alle méglichen Ab- 
stufungen zwischen schwachen und starken moglich. 

Was die positive Komponente anbetrifft, so ist auch eine An- 
ordnung in einer Reihe, in der eine gewisse Rez. Anionenzahl an 
steigt, prinzipiell méglich, obwohl uns bisher kein dazu geeignetes 
polyvalentes Anion bekannt ist®. Indes kennen wir aus der Geneigtheit 
zur Autokomplexkoazervation mit polyvalenten Anionen von wech- 
selnder Valenz mit groBer Wahrscheinlichkeit die relative Reihenfolge 
einiger Eiweibstoffe hinsichtlich des Ansteigens ihrer Rez. Anionenzahlen 

Casein < Clupein < Serumalbumin*, Ichthyokoll - Gelatine 

Diese Reihe muB also auch fiir das Absinken der relativen ..Starken 
dieser Eiweibstoffe als Komplexteilnehmer gelten. Diese Erwartung 


' 4A.H. A.de Willigen, Diss. Utrecht 1933. 

2 Diese Zeitschr. 234, 367, 1931, vgl. Abschnitt 15. 

3 Vgl. vorangehende Mitteilung. |. ¢. 

* Das positive Sol flockt mit K,Fe(CN), und KyFe(CN), aus, gehort 
also zu derselben Gruppe als Ichthyokoll, dessen positives Sol mit dieser 
Salzen koazerviert wird. 
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wird durch einen Vergleich der Spalten 5 und 6 von Tabelle I 
erfiillt, indem die Neutralsalzresistenz der Kombinationen mit Clupein 
alle ansehnlich héher sind als diejenigen mit Gelatine. Die Kombi- 
nation von Gummi arabicum mit Serumalbumin! ist resistenter als 
die mit Gelatine. Wahrend Gelatine + Amylum  solubile keine 
Komplexkoazervation zeigen (Neutralsalzresistenz = Null), haben wir 
Anzeichen einer solchen fiir die Kombination Clupein + Amylum solubile. 

SchlieBlich sei bemerkt, daB bei Durchsicht der Tabellen I und II 
von der IV. Mitteilung? eine weitere Korrelation vorhanden scheint: 
In groBen Ziigen treten die beschriebenen morphologischen Anderungen 
im Gleichstromfelde um so schwieriger auf, je h6her die Ladungsdichte 
der Komplexkomponente. 


d) Das Mischungsverhaltnis, bei dem die abgeschiedenen Komplexkoazervat- 
trépfchen (nach auBen hin) ungeladen sind. 

Aus Daten der vorangehenden Mitteilungen ist auch noch zu ent- 
nehmen, daB bei der Kombination derselben positiven Komponente 
(Gelatine) mit wechselnden negativen Komponenten bei demselben py 
des Mediums die véllige Auskompensierung der beiden entgegengesetzten 
Ladungen bei verschiedenen Mischungsverhaltnissen A A + B beider 
Komponenten liegt. 

Ks ist nun wieder zu erwarten, dab, je kleiner die Rez. Hexolzah] 
der negativen Komponente ist, um so weniger diese Komponente 
benotigt wird, um bei konstant gehaltenem px eine gleiche Menge 
positiver Gelatine elektrisch zu kompensieren. Aus dem Mischungs- 
verhaltnis A/A + B (Spalte 3 und 5 der Tabelle II) lassen sich die 
Gewichtsmengen der jeweiligen negativen Komponenten (Spalte 4 
und 6) berechnen, die fiir 1g Gelatine ausreichen (A) B). 


Tabelle II. 





Komplexkombination Elektrische Ausbalancierung 
Negative Positive bei Pa = 4.35 bei Pq = 3 
Komponente Komponente 4 A { { 
(3) i+B B A+B B 

Chondroitin- 

schwefelsaure Gelatine etwa 0.07 etwa 0,075 0,28 0.39 
Thymus- 

nucleinsaure ‘ — etwa 0,32 etwa 9,47 
Gummi 

arabicum - 0,18 0,22 0.60 1.5 
Sojabohnen- 

lecithin " 0,44 0,78 etwa 0,80  etwa 4 


1 Diese Zeitschr. 221, 182, 1930. 


2 


2 Ebenda 221, 403, 1930. 
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Die Tabelle laBt erkennen, daB unsere Erwartung in groben Ziigen 


bei zwei verschiedenen py-Werten bestatigt wird. Da die positive 
Aufladung der Gelatine bei pu 4.35 noch ziemlich gering ist, bei 
pu 3 etwa erst maximal ist, sind die bendtigten Mengen der negativen 


Komponente in letzterem Falle ein Vielfaches der bei py — 4,35. 
Aus der weiter folgenden Abb. 2 ist zu entnehmen, dab die Hefe- 
nucleinsiure sich der Thymusnucleinsiure nahe anschlieBt. Der Um- 
ladungspunkt liegt dort fiir die Kombination Gummi arabicum ~ Gela- 
tine etwa beim Mischungsverhaltnis 0.5, fiir die Kombination Hefe- 
nucleinsaure + Gelatine aber bei etwa 0,25. Das Verhaltnis der Werte 
A B fiir diese beiden Kombinationen (1 und !,) ist wiederum von 
derselben GréBenordnung wie diejenigen in der Tabelle fiir die Kom. 
binationen der zweiten und dritten Zeile (1,5 und 0.47). Die nahezu 
gleichen Rez. Hexolzahlen von Natrium-Hefenucleinat und Natrium- 
Thymusnucleinat lassen wohl nichts anderes erwarten. Der Umstand, 
daB das mittlere px in Abb. 2 gréBer ist als 3, gibt wieder eine Erklirung 
von dem kleineren absoluten Wert von AB als in Spalte 6 der Tabelle 
Aus einer friiheren Mitteilung! ist weiter zu entnehmen, dab bei 
der Kombination Gummi arabicum-Serumalbumin die A B-Werte 
groBer sind als bei der Kombination Gummi arabicum — Gelatine. 


¢) Zur Frage der Herkunjt der kapilarelektrischen Ladung. 

In Spalte 2 der Tabelle IT sind die Gliihreste der gereinigten Kolloid- 
substanzen verzeichnet. In groBben Ziigen wachsen diese um so mehr an, 
je geringer die Rez. Hexolzahl (Spalte 3) ist. Man darf hier natiirlich 
durchaus keine strenge Korrelation erwarten, weil der Glihriickstand 
jedesmal von der chemischen Zusammensetzung der ionogenen Stelle 
(veresterter Phosphorsiure bzw. Schwefelsiure oder Carboxylgruppe) 
und den zu ihnen gehérigen Gegenionen abhingt. Doch kann man wohl 
nicht umhin, die negativen hydrophilen Kolloidsubstanzen als Kolloid- 
elektrolyte aufzufassen, wie wir das von der siebenten Mitteilung* 
an zur Erklarung der Autokomplexerscheinungen stets getan haben. 
In quantitativer Hinsicht begegnet man jedoch in manchen Fallen 
der eigentiimlichen Schwierigkeit, daB die Rez. Hexolzahl ein Bruchteil 
des elektrochemischen Aquivalentgewichtes ist. (Bei den Lecithinen 
ist sie aber ein Vielfaches, was keine besonderen Schwierigkeiten in 
theoretischer Hinsicht mit sich bringt.) Zu den schon genannten Fiillen 
(Arabinaten, Chondroitinsulfaten, Nucleinaten) gesellt sich auch der 
Agar, fiir den man aus dem Schwefelgehalt von etwa 1°, fiir das elektro- 
chemische Aquivalentgewicht etwa 3200 erwarten mub. Fiir den Fall 


! Diese Zeitschr. 221, 182, 1930. 
> Ebenda 235, 185. 1931. 
3° 
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der Arabinate wurde schon eingehend die umgekehrte Lage dieser 
beiden GréBen besprochen! und zu ihrer Erklirung auf die negative 
Aufladung auch vollkommen neutraler Korper in Beriihrung mit Wasser 


hingewiesen. 


Bei den neutralen Arabinaten (R.H. Z. 700, elektrochemisches 
Aquivalentgewicht 1200, beides aut das Arabinatkolloidion bezogen) 


muissen zur Kompensierung dieser negativen Aufladung aut je sieben an 
yvehettete Hexolionen, die zur aquivalenten Besetzung schon ausreichten. 
noch fiint weitere angeheftet werden, um den Umladungspunkt zu_ er- 
reichen. Daraus berechnet sich fiir die Wasseraufladung allein eine Rez. 
Hexolzahl von 7 ;mal 1200 gleich rund 1700, 

Es fragt sich nun, ob die Wasseraufladung bei allen neutralen Kolloid- 
substanzen gleich gro ist. Dies ist nicht der Fall, denn: 

a) Die Rez. Hexolzahl k6nnte dann bei zanehmendem elektrochemischen 
Aquivalentgewicht zwar beliebig sich dem Werte 1700 nahern, denselben 
aber nicht tbersteigen. Gema der Tabelle steigt sie tatsachlich weit 
dariiber hinaus. 

b) Tatsachlich fiihrt eine abnliche Berechnung, wie oben ausgetitihrt, 
beim Nucleinat zu einem kleineren, beim Agar zu einem gréBeren Wert als 
1700. 

Das vorliegende Material weist also auf eine weitere Korrelation 
hin, deren Erklarung aber noch aussteht, und die in Worten lautet: 

Die Anzahl der durch den Kontakt mit Wasser neu gebildeten 
Zentren kapillarelektrischer Aktivitat ist um so gréBer, je mehr ana- 
lyvtisch faBbare ionogene Stellen sich frei am Kolloidteilchen vorfinden. 

Die Unhaltbarkeit einer anderen Erklirung fiir die umgekehrte 
Lage der R.H.Z. und des elektrochemischen Aquivalentgewichtes, 
die zwar auf den ersten Blick einleuchtend erscheint, soll kurz gezeigt 
werden: 

Wenn das sechswertige Hexolkation an eine einwertige negative ionogene 
Stelle zur Anheftung kommt, so entsteht daraus ein fiinfwertiges positives 
Zentrum von kapillarelektrischer Aktivitat. Die es begleitenden Gegen- 
ionen werden nun im Mittel eine weniger diffuse elektrische Doppelschicht 
bilden, als es mit den Gegenionen der nicht besetzten negativen ionogenen 
Stellen der Fall ist. Daher miiBte bei A4quivalenter Besetzung mit Hexol- 
ionen der kataphoretische Stillstand noch nicht erreicht sein und erst bei 
einer gréBeren Besetzung mit Hexolionen eintreten. Das ist ja gerade das. 
was gefunden wird: Die Rez. Hexolzahl ist kleiner als das elektrochemische 
Aquivalentgewicht. 

Folgende experimentellen Tatsachen machen diesen Erklarungs 
versuch aber unhaltbar: 1. Die zur Umladung benétigten Mengen Luteo- 
kobalt- und bei den Arabinaten praktisch auch die zur Umladung be- 
nétigten Calciumionen werden bei geniigender Desolvatation mit Alkoho! 
bzw. Aceton innerhalb der Versuchsfehler (die bei diesen Versuchen etwa 
2 bis 4°, betragen) aquivalent der benétigten Hexolionenmenge*. Obige 


1 Diese Zeitschr. 262, 161, 1933. 
2 Ebenda 248, 115, 1931, Abb. 3; 248, 131. 1931. Abb. 7, 8 und 9: 


257, 62, 1922, Abb. 7; 259, 436, 1933, Abb. 1. 
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Komplexkoazervation. NX. 3Y 


Uberlegungen miissen unabhangig vom Milieu zutreffend sein, und da dis 
neuen positiven Zentren, welche durch Anheftung von drei- bzw. zwei 
wertigen Kationen entstehen, nur zwei- bzw. einwertig: sind, ist die beols 
achtete Aquivalenz nicht zu erwarten. 

2. Die Rez. Hexolzahlen von Na-, NH,-. Sr- und Luteokobaltarabinat 
sind (bezogen aut das Arabinatkolloidion) einander schon in wasserigem 
Milieu gleich!. Nach obigen Uberlegungen miiBten sie alle verschieden 
sein und in der angegebenen Reithentolge ansteigen. weil mun auch dis 
diffusen Doppelschichten der negativen Zentren um so weniger diffus sein 
miiBten, je héhervalent die zu ihnen gehérenden Gegenionen sind. 


II. Systeme, in denen zwei koexistierende Komplex- (bzw. Autokomplex-) 
Koazervate auftreten kénnen, 


a) Systeme mit zwei koexristierenden Komplerkoazervaten. 

Tritt Komplexkoazervation in einem Gemisch von zwei entgegen- 
gesetzt geladenen Solen ein, so entsteht in allen bis jetzt untersuchten 
Fallen nur em Komplexkoazervat. Wie liegen die Verhaltnisse, wenn 
in einem Dispersionsmittel nicht nur zwei, sondern mehrere Komplex- 
teilnehmer zusammentreffen ’ Es wird nun die Ausarbeitung von 
Systemen mit mehreren Kolloidkomponenten immer schwieriger, je 
mehr deren Zahl zunimmt. Zur Zeit liegen nur orientierende Ergebnisse 
iiber einige Systeme mit drei Komplexteilnehmern vor, iiber die kurz 
berichtet werden soll. 

Theoretisch ist zu erwarten, daB in gewissen Fallen Komplex- 

koazervate realisierbar sind, in denen die eine Komponente zum Teil 
durch eine andere gleichsinnig geladene ersetzt ist. Je mehr aber die 
Ladungsverhaltnisse (vielleicht auch, aber wahrscheinlich in geringerem 
MaBe die Solvatationsverhaltnisse) der beiden gleichsinnig geladenen 
Kolloidsubstanzen auseinandergehen, um so beschrankter wird jene 
Substituierbarkeit sein, und bei Uberschreitung jener Grenze werden 
unter ginstigen Bedingungen sich dann zwei koexistierende Komplex- 
koazervate bilden kénnen. Ein Beispiel von vélliger Ersetzbarkeit 
liefert offenbar die Kombination: 
Gelatine (positiv) + Ichthyokoll (positiv) + Gummi arabicum (negativ), 
in der wir bei weitgehend variierten Mischungsverhaltnissen nur immer 
das Auftreten cines Komplexkoazervates beobachteten. Man kann 
das auch so ausdriicken, daB die beiden bindren (binar bezogen auf die 
Anzahl Kolloidkomponenten) Komplexkoazervate Gelatine ~ Gummi 
arabicum und Ichthyocoll —| Gummi arabicum in allen Verhaltnissen 
mischbar sind. 

EKinen Fall begrenzter Mischbarkeit liefert aber die Kombination: 


Gelatine (positiv) ~ Gummiarabicum (negativ) - Nucleinsaure (negativ), 


! Diese Zeitschr. 262. 161, 1933. 
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denn in gewissen Mischungsverhaltnissen (vgl. unten) und = Milieu- 
bedingungen treten in der Tat zwei koexistierende Komplexkoazer- 
vate auf. 

Nach dem Zentrifugieren erhalt man dann zwei tibereinander ge- 
lagerte Koazervatschichten neben einer Gleichgewichtsfliissigkeit. Das 
spezifisch leichtere Komplexkoazervat (A) ist ziemlich leichtfliissig und 
wenig neutralsalzresistent, das spezifisch schwerere (2) ist viskoser und 
sehr neutralsalzresistent. Das erstere (4) verhalt sich also wie das binare 
Komplexkoazervat Gelatine (positiv) + Gummi arabicum (negativ), 
das zweite (B) wie das binire Komplexkoazervat Gelatine (positiv) 

Nucleinsaure (negativ). Man darf erwarten, daB es sich aber prinzipiell 
um ternire Komplexkoazervate handelt, und daB sie die jeweiligen 
dritten Komplexteilnehmer nur in geringem Mabe ebenfalls enthalten. 

Interessant sind nun die topographischen Beziehungen, die A 
und B zueinander eingehen! 

Schiittelt man das Zentrifugierr6hrcehen, in dem die drei Schichten 
iibereinander gelagert sind, gut durch, so findet man bei mikroskopischer 
Betrachtung, daB die A-Trépfchen B-Trépfchen in sich aufgenommen 
haben. Hinzugefiigtes Methyvlgriin farbt B stark an und A nicht oder 
nur wenig (Abb. 1). Beziiglich weiterer Einzelheiten tiber die Be- 





Abb. 
Beispiel zweier koexistierender Komplexkoazervate (positive Gelatine + negatives Gummi 
arabicum + negative Nucleinsiure) angefairbt mit zugesetztem Methylgriin. Vergr. 75 mal lin. 


netzungserscheinungen vgl. bei c). Wie schon gesagt, treten in der 
Kombination Gelatine | Gummi arabicum + Nucleinsaiure die be- 
schriebenen Erscheinungen aber nur in bestimmten Mischungsverhalt- 
nissen ein, wahrend sonst nur ein (wohl terndres) Komplexkoazervat 


gebildet| wird. 
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Zur weiteren Erforschung der Bedingungen fiir das Auftreten zweier 
koexistierender Koazervate wurden, ausgehend von je 2°,igen Stamm- 
solen von Gummi arabicum (A) und Natriumhefenucleinat (N), vier weitere 
Solgemische von A und N hergestellt, so da uns tolgende sechs Fliissig- 
keiten, die wir mit W7,, J/, usw. andeuten wollen, zur Verfiigung standen. 

M2 %-A 
M, 1.6% A 0.4° 
M, 12% A Os” 
M, 0,8° A 1,2° 
M, 0.4°, A 16° 
| i Si Ae. 
» 


Es wurden nun mit deren Hilfe sechs Mischungsreihen mit 2°,,igem Gelatine- 


AAA 


sol (@) von der allgemeinen Zusammensetzung 


a) IScem@ 2 ¢em M, (bzw. M, usw.) 
moe . O+4 . Met, Ae » } 
usw. bis i) 2cem @ IScem VM, (bzw. W, usw.) hergestellt. Zu jeder 


dieser insgesamt 54 Mischungen (in ausgedaimpften Reagensréhren mit 
verschlieBbarem Gummistopfen im Thermostaten von 42° hangend) wurden 
5eem verdiinnte Essigséure (15 cem Eisessig im Liter) hinzupipettiert und 
nach Durchschiitteln wahrend der Nacht bei 42° sich selbst tiberlassen. 

Das py von je 20 cem der drei Stammsole vermischt mit 5cem Essig 
saure wurde elektrometrisch bei 42° bestimmt und gefunden fiir CGelatine 
3.48, Nucleinat 3.80, Gummi arabicum 3.36, so daB die Mischungen zwar 
nicht isohydrisch sind, aber auch nicht weitgehend im py sich unterscheiden. 
Von einigen Mischungen wurde ebenfalls das py gemessen und dafiir ge 
funden: 2e 3,60, 3d 3.63, 4¢ 3.66, 5e 3.70. Die Abb. 2 ist also kein horizon 
taler, sondern ein etwas geneigter und dazu gewélbter Schnitt durch eine 
dreiteilige prismatische Raumfigur., in der das py senkrecht zur Grund-. 
flache eingetragen ist. In den Einzelgemischen 2e, 2f. 3d. 4e und 5e hatten 
sich am folgenden Tage zwei koexistierende Komplexkoazervatschichten 
gebildet, von denen nur bei 4c¢ die gegenseitige Trennung so weit fort 
geschritten war, dali beide Schichten vollkommen klar waren. Die mikro- 
skopische Untersuchung (wobei auch die Farbung mit wenig Methylgriin 
benutzt wurde) erwies. dab auch in 4d noch zwei koexistierende Koazervate 
gebildet waren, dal} die Interpretation in 3e unsicher und das in allen 
iibrigen Cremischen nur e777 Koazervat gebildet war'!.  (Dasselbe war ein 


' Da die Neigung des Nucleinats zur Autokomplexkoazervation mit 
zweiwertigen Kationen bei 42° und py 3.6 sehr verstarkt ist (bei Zimumer 
temperatur und py von 6 bis 7 sind dazu erst etwa 100 Millidquivalente 
benétigt), treten bei Verwendung von gewohnlichem Crhummi arabicum 
(das Ca- und Mg-lonen als Gegenionen fiihrt), abgesehen von den he 
schriebenen Komplexkoazervaten auch noch Triibungen oder geringtiig ige 
kérnige Abscheidungen infolge dieser Autokomplexkoazervation in’ den 
Gremischen auf, die N neben A enthalten (also auch in den Gemischen auf 
der Dreieckseite A—N). In den beschriebenen Versuchen treten also 
eigentlich nicht im Héchstfalle zwei koexistierende Koazervate, sondern 
deren drei auf. Die einfachere im Text befolgte Darstellung findet aber 
darin ihre Rechtfertigung, daB in besonders angestellten Versuchen, bei 
denen in der terndren Kolloidkombination an Stelle des Gummi arabicums 
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binares. in den Reithen | und 6 dagegen wohl ein ternidres, in den iibrige: 
Reihen, worauf die Beobachtung hinweist. dab es sich mit Methylgrii 
anfarbte, und zwar um so kraftiger, je mehr der Antangsgehalt an N in den 
(romischen zunimmt.) Vygl. Abb. 2. 
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Komplexkoazervation in der terniren Kolloidkombination positive Gelatine + negatives Gummi 
arabicum + negative Nucleinsiure. @ und © Gemische, in denen ein positives bzw. negatives 
terniires Komplexkoazervat gebildet wird; (-) Gemische, in denen zwei koexistierende Komplex 


koazervate gebildet werden. 


Auberdem wurde noch eine Reihe von Mischungen angesetzt. deren 
Zusammensetzung in Abb. 2 auf der Linie durch den Kekpunkt A ound 
ein Gemisch von 3 Volumen @ I Volumen N auf der gegeniiberliegenden 
Dreiecksseite und weitere zwei aut der Linie G zu 9 Volumen A 1 Volumen 
N (halbwegs 6 und ¢) gelegen sind. Die bei thnen gefundenen Ergebnisse 
(auch in die Abbildung eingezeichnet) schlieBen sich an die tibrigen voll 
kommen an, indem eben durch die Wahl der Mischungen nun nicht mou 
ein oder zwei. 
Koazervate zeigten. Bei der mikroskopischen Betrachtung wurde immet 
wieder wahrgenommen, dah, falls zwei Koazervate gebildet waren, diese 
auch die schon beschriebenen topographischen Beziehungen zueinande 
unterhielten. Gleich nach dem Aufschiitteln nimmt man ab und zu Nicht- 
gleichgewichtslagen der Tropfen zueinander wahr. indem der mit Methyl- 
griin gefirbte Tropfen oberflaichlich mit ein oder mehreren anliegenden 
ungefarbten Tropfen des anderen Koazervates besetzt ist, so dai die Um 
hiillung nicht vollstandig ist, aber nach Aufbewahrung fiir einige Zeit in 
der Warme tritt doch der endgiiltige Gleichgewichtszustand der vélligen 


sondern mehrere (remische die Erscheinung der koexistierenden 





Umhiillung ein. 
AuBer der morphologischen Untersuchung wurde aber auch das 
Verhalten der Koazervattrépfchen im elektrischen Gleichstromfelde 


das Natriumarabinat verwendet wurde, hinsichtlich der) Komplexkoazer- 
vation dieselben Erscheinungen vorliegen, wahrend die geringfiigigen 
kérnigen Abscheidungen nun ausbleiben. 
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untersucht. Die Richtung., in der die friiher beschriebenen Desinte- 
grationserscheinungen! auftreten, enthillte, dab die Mischungsliick 
der beiden bindren Komplexkoazervate G . A und @ . N am engsten 
mit Ladungserscheinungen verkniipft ist. Das Gebiet, in dem zwei 
koexistierende Koazervate auftreten (in Abb. 2 gestrichelt angegeben), 
erstreckt sich namlich in groBen Ziigen in der Richtung der beiden 
Umladungspunkte auf der Ao G- und N- G-Seite des Dreieckdia- 
gramms. An sie grenzt nach der G-Seite hin ein Feld, in dem die (ter- 
niren) Koazervattroépfchen alle eine positive kataphoretische Ladung 
fiihren, nach der der Seite A~ .V des Diagramms aber ein Feld, in dem 
die Koazervattrépfchen alle eine negative kataphoretische Ladung 
besitzen. 

Die oben besprochene Substituierbarkeit der einen Komponente 
durch eine gleichsinnig mit ihm geladene andere Komponente in dem 
ternaren Komplexkoazervat ist somit ein Minimum in der Nahe des 
Umladungspunktes. Dies wird aber sofort verstandlich, wenn man 
sich tiberlegt, daB eben beim Umladungspunkt eines Komplexkoazervates 
die effektive Anziehung maximal ist und daher Unterschiede der beiden 
binaren Kombinationen hinsichtlich letzterer GréBe eben dort) am 
stirksten hervortreten werden. Diese Unterschiede riihren, da die 
positive Komponente in unserem Falle dieselbe (Gelatine) ist, natiirlich 
her von Unterschieden in den Ladungseigenschaften der beiden gleich- 
sinnig geladenen Komponenten. Diese sind in der Tat  betrichtlich 
(Rez. Hexolzahlen und Verhalten gegeniiber Neutralsalzen: Natrium- 
nucleinat gibt schon mit zweiwertigem Kation, Gummi arabicum erst 
mit vierwertigem Kation Autokomplexkoazervation). In der Kom- 
bination Gelatine -» Ichthvokoll | Gummi arabicum aber ist jener 
Unterschied geringer (positives Ichthyokoll gibt noch mit dreiwertigem 
Anion, Gelatine aber erst mit vierwertigem Anion Autokomplexkoazer- 
vation) und es ist daher nicht befremdend, dal wir in letzterer Kom- 
bination keine Mischungsliicke auffanden. 


b) Systeme mit zwei koexistierenden Autokom pli whoazervaten. 


Tritt in einem Sol, das nur ein hydrophiles Kolloid enthalt, Auto- 
komplexkoazervation ein, so bildet sich in nahezu allen bis jetzt unter- 
suchten Fallen nur e7n Autokomplexkoazervat. 

In der XI. Mitterlung? begegneten wir beim WKoazervattypus TV-1 
des Lecithins einigen Fallen, bei denen sich gelegentlich mehrteilige (zwei 
bzw. dreiteilige) Koazervattropfen bildeten. Ob es sich hier um koexi 
stierende Autokomplexkoazervate handelt (die auBere Schale der drei 
teiligen und der ihnen bei geringerer Menge des Sensibilisators voran 


' Diese Zeitschr. 221, 403, 1930. 
> Ebenda 248, 335. 1932. 
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gehende zweiteilige Tropfen hat mit Sicherheit Autokomplexnatur, da sic 
die tir Lecithin typischen Moditikationen der Desintegrationserscheinunge: 
zeigen), ist noch nicht aufgeklart. Die Erscheinung scheint hier am engster 


damit) zusammenzuhiaingen, da der sensibilisierende Nichtelektrolyt) mu 


partiell bzw. in Wasser nicht loslich ist. Dieser Fall steht tibrigens bi 
jetzt vollig vereinzelt da. 


Wir kénnen uns nun wiederum fragen, wie die Verhaltnisse in Sol 


gemischen legen werden, z. B. wenn man ein Neutralsalz zu einem 
Gemisch gleichgeladener Sole fiigt, das in jedem dieser Sole Auto- 


komplexkoazervation hervorzurufen befahigt ist. 


Bei den drei darauf untersuchten Fallen: 


Gemisch von Chondroitinsulfat- und Arabinatsol + Hexolnitrat- 


l6sung (Abb. 3), 


Se 


Abb. 3. 
Beispiel zweier koexistierender Autokomplexkoazervate (Gemisch yon Ba-Chondroitinsulfat- 
und NHy-Arabinatsel + Hexolnitrat). Vergr. 300mal lin. 


Gemisch von Chondroitinsulfat- und Hefenucleinatsol ~ Hexol- 

nitratlbsung oder Luteokobaltchlorid, 

Gemisch von Hefenucleinat- und  Arabinatsol + Hexolnitrat- 

losung 
ist bei geniigendem Hexolnitratzusatz in der Tat die Bildung zweier 
koexistierender Autokomplexkoazervate zu beobachten. 

In den beiden letzteren Kombinationen mub man hohere Temperaturen 
anwenden, da das Hefenucleinat. wenn allein vorhanden. bei Zimmer- 
temperatur mit Hexolnitrat nur Flocken bildet. Auch ist darauf zu achten, 
daB keine Komplikationen dadurch auftreten, daB die Gegenionen der 
einen Komponente schon Autokomplexkoazervation der anderen hervor- 
rufen. Da das Natriumhefenucleinat letztere mit Calcium- bzw. Barium- 
ionen, und zwar bei erhéhter Temperatur bereits bei viel niedrigerer Kon- 
zentration als bei Zimmertemperatur zeigt. darf man, falls gew6hnliches 
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Gummiarabicum (das Calcium- und auch Magnesiumionen ftiihrt) oder 
Bariumchondroitinsulfat fiir dle Kombinetion mit Natriu:nhefenucleinat 
verwendet wird, die Solkonzentration nur niedrig wahlen. Eimnwandfreier 
ist es aber, an Stelle des gewOhnlichen Gummi arabicums ein Arabinat mit 
einwertigen Gegenionen und an Stelle des Bariumchondroitinsulfats das 
Natriumcechondroitinsulfat (nach wWdérner) zu verwenden. 

Die beiden Koazervate verhalten sich wiederum nicht indifferent 
zueinander, sondern die Trépfchen des einen fiihren diejenigen des 
anderen als EinschlieBung (in den Kombinationen: Nucleinat Ara- 
binat und Chondroitinsulfat + Arabinat), oder sie haften mit Trennungs- 
flachen aneinander, ohne da®B es zu einer vélligen Bedeckung des einen 
Koazervats durch das andere kommt. (Die mikroskopischen Bilder, 
erhalten in der Kombination Nucleinat + Chondroitinsulfat, scheinen 
hier letzteren Fall anzuzeigen.) 


c) Die fopograph ischen Bezie hunae n. 


Die Erfahrung lehrt. da®B, falls in derselben Gleichgewichtsfliissigkeit 
zwei Komplex- bzw. Autokomplexkoazervate gebildet werden, diese 
auch topographische Beziehungen zueinander eingehen!, indem ent weder 
das eine von dem anderen vollig umhiillt wird, oder seltener sich ein 
Randwinkel bildet, so daB eine Trennungslinie auftritt, in der die drei 
Trennungsflachen 


Koaz. I Koaz. IT, Koaz. I/Gleichgew. Fl., Koaz. II /Gleichgew. FI. 


zusammenkommen. Der dritte denkbare Fall, da®B die beiden Koazer- 
vate einander tiberhaupt nicht benetzen, wurde bisher nicht beobachtet 


Man kann natirlich aus dem beobachteten Verhalten in den 
einzelnen Fallen Schliisse auf die Trennungsflichenspannungen ziehen, 
die auf analoge Verhaltnisse wie bei molekulardispersen Svstemen auf 
die gegenseitigen Grenzflichenspannungen = zuriickgefiihrt werden: 
aber es scheint uns eine tiefere Analyse als jene bloB formelle nicht 
abgeschnitten. 

Dazu miissen wir uns vergegenwartigen, daB, wo die Trennungs 
flache Koaz. Gleichgew. Fl. und ebenso Koaz. I) Koaz. [I], eben durch 
dicht gedraingte Micellen gebildet werden, diese Trennungsflaichen- 
spannungen mit den Grenzflichenspannungen Micelle Dispersions- 
mittel nahe zusammenhingen werden. Letztere sind abhangig von 
ihrem Solvatationszustand und ihrem kapillarelektrischen Potential. 


1 Dasselbe gilt auch wohl fiir koexistierende Komplex- und Auto 
komplexkoazervate. Vygl. Mitteilung XI, diese Zeitschr. 248, 335, 1932: 
Umhiillung eines Komplexkoazervattropfens (Gelatine ~- Hefenucleinat) 
mit einer diinnen Schicht eines Autokomplexkoazervats von Lecithin; dort 
Abb. 20. 
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(Es sind ja gerade die Anderungen letzterer Variablen, die iiberhaup: 
zur Koazervation fiihren, und bei den schon in rein wasserigem Milie 
erfolgenden Komplex- bzw. Autokomplexkoazervationen sind es b 
sonders die genannten elektrischen Faktoren, indem hier die Gegen 
schaltung zweier kapillarelektrischer Ladungen schon zur Koazervatio: 
ausreicht.) 


Was den Solvatationszustand betrifft, so scheint zunachst, wenn « 
zu einer volligen Umbhiillung des einen Koazervats durch das andere kommt 
das das wasserirmere als EinschlieBung in das wasserreichere aufgenomme! 
wird (z. B. Nucleinsaiure + Gelatine, aufgenommen in) Gummi arabicum 

(relatine, Nucleinat Hexolion, aufgenommen in Gummi arabicun 

Hexolion). Auf den ersten Blick wiirde das sich gut an die friiher schon 
heschriebene Aufnahme verschiedener organischer Fliissigkeitstropfen in 
das Innere zahlreicher Koazervate! anschlieBen. Diese organischen Fliissig 
keiten kann man ja sicher als hydrophob ansehen. 


Inzwischen sind uns jedoch einige Fille bekannt geworden, die gegen 
die Regel, daB der wasserairmere Komplex bzw. Autokomplexkoazervat 
tropfen in den wasserreicheren als EinschlieBung aufgenommen wird. 
verstoBen. In letzterer Zeit haufen sich die Andeutungen, daB gerade der 
wechselnde Wassergehalt der verschiedenen Koazervate viel mehr als ein 
Kapazitatsfaktor, nicht so sehr als ein Intensitatsfaktor der Hydratation 


aufgefaBbt werden darf. Das namliche gilt auch fiir das .. Viskositatsvolumen 
der Micellen im Solzustande. Wir wiesen in der XIX. Mitteilung? auf die 


Korrelation zwischen Rez. Hexolzahl und Geneigtheit der negativen Sole 


zur Autokomplexkoazervation hin. Untersucht man aber, ob eine solche 


Korrelation zwischen letzterer Geneigtheit und dem Viskositatsvolumen 
vorhanden ist, so ergibt sich, daB sich keine Spur einer solchen Korrelation 
findet. 

Das niaimliche gilt ebenso fiir die Komplexkoazervation. Auch hier 
ist die maximale effektive Anziehung, welche mit der Dichte der Ladungs- 
zentren auf den Micellen der beiden Komplexkomponenten anwachst, in 
allererster Linie von Wichtigkeit. 


Das bisher vorliegende Material 14Bt nun erkennen, daB auch fiir 
die Frage, welches Komplex- bzw. Autokomplexkoazervat im Innern 
des zweiten koexistierenden Koazervats aufgenommen wird, nicht so 
sehr der Wassergehalt, sondern vielmehr wiederum die maximale 
effektive Anziehung bestimmend ist. Ist ein geniigender Unterschied 
in letzterer vorhanden, so wird das Koazervat mit dem gréBeren Wert 
als EinschlieBung in dasjenige mit dem kleineren aufgenommen;: ist 
der Unterschied kleiner, so dirften sich daraus Falle, wie sie bei Chon- 
droitinsulfat + Nucleinat + Hexolion beschrieben wurden, ergeben, 
wihrend bei ungeniigendem Unterschied an Stelle zweier koexistierender 
Koazervate nur ein (Misch-) Koazervat auftritt. 


' Diese Zeitschr. 282, 338, 1931. 
> Ebenda 262, 390, 1933. 
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III. Komplexe Kolloidsysteme. 


Wenn die gemeinschaftliche Uberschrift der Mitteilungen dieser Reihe 
auch die Besprechung gewisser Koazervationserscheinungen ankiindigt. so 
sind doch mehrmals auch Flockungen beschrieben worden, bei denen im 
Mechanismus dieselben GesetzmaBigkeiten wiederkehrten, die wir bei 
den Komplex- und Autokomplexkoazervationen kennengelernt  hatten 
Insofern als die Uberfithrung der Flocken in Koazervate durch nicht sehr 
tiefgreifende Anderungen moglich war. erschien die Annahme berechtigt. 
daB es sich nur um sehr wasserarme Koazervate der obigen Typen handelte 


Inzwischen sind uns Falle bekannt geworden. bei denen das Abgeschie 
dene wohl sicher nicht als eine Fliissigkeit mit ungeordnet gelagerten 
Micellen aufgefaBt werden kann, indem mehr oder weniger deutlich taser 
ahnliche Gebilde! zur Abscheidung gelangten. Dennoch zeigen sie dieselben 
(resetzmaBigkeiten im Mechanismus der Ausflockung, die auf die Cegen 
schaltung zweier kapillarelektrischer Ladungen mit dem entgegengesetzten 
Zeichen als wesentliche Ursache fiir die auftretende Instabilitaét hindeuten. 
Damit ist aber das Gebiet der Erscheinungen, auf dem Ladungsgegensatze 
und ihre Folgen als fruchtbares Erkléirungsprinzip angewendet werden 
konnen, noch lange nicht ersch6pft.  Micellensysteme. in denen diese vor 
handen sind, méchten wir mit der Bezeichnung ..Komplexe Kolloidsysteme 
bezeichnen. Sie zerfallen wieder in zwei Abteilungen: Die komplexen 
Systeme im engeren Sinne und die Autokomplexsysteme. In bezug aut 
die gegenseitige Lagerung der Micellen ist weitgehende Variation méglich 
Die Komplex- bzw. Autokomplexkoazervate bilden nur einen Teil dieser 
komplexen Kolloidsysteme, in denen die gelagerten Micellen frei gegen 
einander verschiebbar sind und dennoch einander nicht frei geben (Analogon 
des Verhaltens der Molekel einer Fliissigkeit in der molekulardispersen 
Welt). Die Komplexbeziehungen kénnen aber auch zwischen den Micellen 
im Solzustande auftreten: die effektive Anziehung reicht zur Koazervation 
nicht aus (Komplexsole)*. Von Komplexfibrillen war schon oben die Rede. 
Jedoch begegneten wir auch Komplexbeziehungen in Gelen® wo also die 
Beziehungen der Micellen zueinander ganz andere sind als in Solen und 
Koazervaten. 


IV. Schlubbemerkungen. 


Die Mitteilungen iiber den Gegenstand ..Komplexkoazervation® 
werden mit vorliegender Arbeit in dieser Zeitschrift beendet. 

In dieser Reihe beabsichtigten wir hauptsichlich die wesentlichen 
Momente, die zu dieser Koazervation fiihren und die Zustandsanderungen 
der dabei entstandenen Koazervate beherrschen, in ihrer allgemeinen 
Gestalt aufzuklaren. Manche Einzelfragen muBten daher entweder 
nur kurz bertihrt oder véllig umgangen werden. Auch ist nur ein ge- 
ringer Teil der Versuchsergebnisse der beiden am eingehendsten er- 
forschten Beispiele (Komplexkoazervation Gummi arabicum + Gelatine 

' Autokomplexflockung von Carrhagen- und Semen-Lini-Schleimsolen, 
vgl. Mitteilung XTX, diese Zeitschr. 262, 390, 1933, wird an anderet 
Stelle ausfiihrlicher veréffentlicht. 

2 Wird an anderer Stelle veréffentlicht. 
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und Autokomplexkoazervation des Gummi arabicums) in dieser Reil 
mitgeteilt. An anderer Stelle soll ausfiihrlicher darauf zuriickgekommnx 
werden. 

Die aufgefundenen Gesetzmabigkeiten halten wir ftir die Aut 
klirung vieler biologischen Fragen fiir wichtig. Zum Teil ist in Mit 
teilung XI! und in einem im ,,Protoplasma’ erschienenen Samme| 
referat? darauf schon hingewiesen worden. Die zur Zeit mit BR. / 
Westerkamp in Angriff genommenen ,,Koazervatketten” (,,Olketten 
in denen Komplex- bzw. Autokomplexkoazervate die ,,Olphasen 
bilden) bilden einen weiteren Schritt nach dieser Richtung hin. (Kon 
zentrationseffekt, Umpolung der Ketten beim kataphoretischen Um 
ladungspunkte des Koazervats, Beeinflussungen der EMK. gemal dei 
fortlaufenden Valenzreihe 3— 1, 2—-1, 1-1, 1-2, 1-3 usw.) 

Arbeiten an biologischen Objekten selbst (z. B. an Paramaecium 


worin die Gesetzmibigkeiten der Komplexbeziehungen nunmehr als 


fruchtbares Erklirungsprinzip Anwendung finden, sollen im_ ,,Proto 
plasma* verOffentlicht werden. 


Zusammenfassung. 

1. Wie theoretisch erwartet werden mu, treten Korrelatione: 
zwischen den Rez. Hexolzahlen (bzw. den ihr analogen Rez. Anionen 
zahlen) und 1. der Neutralsalzresistenz der Komplex- baw. Autokomplex 
koazervate, 2. den Mischungsverhiltnissen, bei denen zwei Komplex 
teilnehmer einander elektrisch auskompensieren, auf. 

2. Die Frage nach der Herkunft der kapillarelektrischen Ladung 
wird weiter erértert. Eine Korrelation ergibt sich zwischen Anzah| 
ionogener Stellen und Anzahl der durch den bloBen Kontakt mit Wasse: 
auftretenden Zentren der negativen kapillarelektrischen Ladung. 

3. Hinsichtlich der Komplexkoazervation in  ternairen  Kolloid 
kombinationen kénnen zwei Faille auftreten: 

a) Die beiden binaren Komplexkoazervate sind unbegrenzt mischi 
bar: pos. Gelatine-—pos. Ichthyokoll— neg. Gummi arabicum. 

b) Dieselben sind nur partiell mischbar: pos. Gelatine— neg. Gummi 
arabicum neg. Nucleinat. 

4. In letzterer Kombination erstreckt sich im Dreieckdiagramn 
das Gebiet der zwei koexistierenden Komplexkoazervate in der Richtung 
der Verbindungslinie der beiden biniren Umladungspunkte auf de: 
Dreieckseiten. Daran grenzt einerseits ein Feld, in dem nur ein positive: 
ternires Komplexkoazervat, andererseits ein Feld, in dem nur ¢ 
negatives ternires Komplexkoazervat gebildet wird. 


! Diese Zeitschr. 248, 335, 1932. 
2 Protoplasma 15, 110, 1932. 
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5. Die Lage der Mischungsliicke ist aus dem Umstande, daB die 
effektive Anziehung beim Umladungspunkt ein Maximum wird, ver 
standlich: Unterschiede der beiden bindren Komplexkoazervate  hin- 
sichtlich dieser GréBen kénnen dann am starksten hervortreten 

6. Beispiele, in denen sich zwei koexistierende Autokomplexkoazer- 
vate bilden, werden beschrieben. 

7. Die gegenseitigen Benetzungserscheinungen zweier — koexi- 
stierender Komplex- bzw. Autokomplexkoazervate werden besprochen 
Vielfach werden die Trépfchen des einen Koazervats vollig durch ‘Trépf- 
chen des anderen umhiillt. Hinsichtlich der Frage, welehes Koazervat 
durch das andere umhiillt wird, spielt wiederum die maximale effektive 
Anziehung eine bedeutende Rolle. 

8. Die ausfiihrlicher bei der Komplex- und Autokomplexkoazer- 
vation studierten GesetzmaBigkeiten infolge des Auftretens von Ladungs- 
gegensatzen sind nicht nur auf diese beschrainkt. sondern kénnen auch 
in Solen, fibrilliren Svstemen und Gelen auftreten. 


Biochemische Zeitschrift Band 263 4 





Die Zusammensetzung 
der Lipoide normaler und pathologischer Organe. 


V. Mitteilung!: 
Die Lipoide carcinomatéser, sarkomatéser und tuberkuléser Lymphdriisen 
des Menschen. 


Von 
B. Lustig und E. Mandler. 


(Aus dem pathologisch-chemischen Laboratorium der Rudolfstiftung 


Wien III.) 
(Eingegangen am 28. April 1933.) 

Uber die Zusammensetzung der Lymphdriisenlipoide des Menschen 
fehlen ausfiihrlichere chemische Untersuchungen, was durch die 
Schwierigkeiten der Gewinnung der fiir die Untersuchungen notwendigen 
gréBeren Substanzmengen bedingt ist. Noch geringer sind unsere 
Kenntnisse tiber die Verdinderungen bei pathologischen Zustanden: 
unser diesbeziigliches Wissen beschrinkt sich hauptsichlich auf mit 
histologischer Technik festgestellte Verainderungen. Untersuchungen 
der letzten Jahre bewiesen aber die Fehlerhaftigkeit der histologischen 
Differenzierungsmethoden fiir Lipoide. Beziiglich der vorhandenen 
Literatur sei auf die Zusammenfassung von Gerhartz? sowie auf unsere 
erste Mitteilung verwiesen. 

Wir untersuchten die Zusammensetzung von carcinomatésen. 
sarkomatésen und tuberkulésen Lymphdriisen?. Die verarbeiteten 
Organe wurden sorgfaltig von anhaftendem Fett befreit. Als Vergleich 
dienten die von uns friiher untersuchten normalen Lymphdriisen- 


1 Diese Zeitschr. 249, 344, 352, 366, 1932; 261, 132, 1933. 

2 Oppenheimer, Handb. d. Biochem. IV. 215, Jena, Fischer, 1925. 

3 Ein Teil des Versuchsmaterials wurde uns durch Vermittlung des 
Herrn Dr. &. Kellner vom Pathologisch-anatomischen Institut der Univer- 
sitat Pees (Vorstand Prof. Dr. Bela von Entz) zur Vertiigung gestellt, wofii 
wir auch an dieser Stelle bestens danken. Dieses vom anhaftenden Fett 
befreite Material wurde nach Zerkleinerung und Mengenbestimmung mit 
dem fiinf- bis sechsfachen Volumen Aceton versetzt und uns in Aceton 


iibersendet. 
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Zusammensetzung der Lipoide von Organen. V. 5l 
} 


lipoide des Rindes!, da die fiir die Untersuchung notwendigen gréBeren 
Mengen normaler Lymphdriisen des Menschen nicht erhalten werden 
konnten. Isoliert wurden sowohl die direkt extrahierbaren Lipoide* 
sowie die nach Pepsinverdauung frei werdenden ,,gebundenen Li poide™ 
Von beiden Fraktionen wurden Stickstoff, Phosphor, Saurezahl, Ver- 
seifungszahl, Esterzahl, Menge, Jodzahl des Unverseifbaren, freies 
Cholesterin, Gesamtcholesterin, Menge und Zusammensetzung der 
Phosphatide und der Gesamtfettsiuren untersucht. Beim Vorhanden- 
sein gréBerer Lipoidmengen wurde auch die Menge und Zusammen- 
setzung der freien Fettsiuren und des Neutralfettes bestimmt. Be- 
ziiglich der verwendeten Methoden sei auf die vorhergehende Mitteilung? 
verwiesen. 

Untersucht wurden zuerst 100g carcinomatéser Magenlymph- 
driisen (Tabelle I), 86g carcinomatéser Bronchienlymphdriisen (‘Ta- 
belle II), 10g carcinomatéser Magenlymphdriisen (Tabelle [I1) und 
110g carcinomatéser Lymphdrisen (Tabelle IV). 


Tabelle I. 


(Carcinomatése Magenlymphdritisen 100g.) Gesamtlipoide 3,125°, des 
Organs. 





A. Direkt extra- B. Gebundenes 

hierbares Lipoid Lipoid 

Menge 3,015 ®,, Menge 0,110 
des Organs des Organs 


Zusammensetzung der Gesamtextrakte. 


BOMELORIONANS 5 wc tt th te 1.48°,, 1.76° 
Phosphorgehalt 0,83 °,, 0,280 
Siurezahl 35,7 19.0 
V erse ifungszahl 119.8 30,2 
Esterzahl 74.1 181.2 


Menge des Gesamtunverseifbaren . . . 3... 36,29 °% 32,7% 
Freies Cholesterin, 18.90°. 


(Gresamtcholesterin . anys ; 26,35 °, 6,80°/, 
Jodzahl des Gesamtunverseifbaren a Aa 42,5 54.6 
Jodzahl ag cholesterinfreien U nverseifbaren , 90,5 51,7 
Menge der Gesamtfettsiuren . , er ae 57,02% 50,2°°, 


Menge der acetonfallbaren Phosphatide , 9,30%, 


Zusammensetzung der Gesamtfettsiuren. 


Menge der festen Fettsiituren,. . 2... 0... 34,25 
Siiurezahl der festen Fettsiiuren a 206.7 
Jodzahl der festen Fettsiuren . ....2.~:; 16.9 
Schmelzpunkt der festen Fettsiuren . . . ‘ 49,30 
Mittleres Molekulargewicht der festen Fettsiuren 272.0 
Menge der fliissigen Fettsiuren . . . . . 65,75° 
Saurezahl der fliissigen Fettsiuren . , 179.0 
Jodzahl der fliissigen Fettsiuren . , 102.1 
Mitt]. Molekulargewicht der fliissigen F et tsii iuren 314,2 


! Diese Zeitschr. 249, 344, 1932. 
2 Siehe LV. Mitteilung. 





D2 B. Lustig u. E. Mandler: 


Tabelle I (Fortsetzung). 





A. Direkt extra- 

hierbares Lipoid 

Menge 3,015 ©), 
des Organs 


B. Gebundenes 
Lipoid 
Menge 0,110 
des Organs 


3. Zusammensetzung der acetonfillbaren Phosphatide. 


Stickstoffgehalt Rube the ieee oe ae Se eR ee RM 2.44%, 
Phosphorgehalt . ... . ae ee EN et 2,32% 
I ae ae a ae aa 54.6 
Verseifungszahl . te a ies ene Sh 132.0 
Menge der Gesamtfettsiiuren "iar le ee ee ee a oe 49,92 
Siiurezahl der Gesamtfettsiuren . . . 2... . 174.5 
Jodzahl der | ie ge enge ~~ s ‘ 72,4 
Mittl. Molekulargewicht der Gesamtfe ttsauren nm. 320.6 


Tabelle II. 


(Carcinomatése Bronchienlymphdriisen 86g.) Gesamtlipois 


le 4.58%) 





A. Direkt extra- 
hierbares Lipoid 
Menge 4,46 ° 
des Organs 


1. Zusammensetzung der Gesamtextrakte. 


OEE. go -s-s @ aar se ee G&S 0,34°,, 
ENR ng ice eS wah er) nee 0,28% 
ee set Sire cha Mg hte sa ah 33.6 
OI sides. nar Ne: io Se sk, 3 gh 119.9 
Ksterzahl . . AER RACs Rig! are tae oto ae 86,3 
Menge der freien Fettsiuren, . . ra 6,90%) . 
Menge des Neutralfetts + Fettsiuren des Un- |= 
verseifbaren . . oy ee 66,.60° 0 5 
Menge der acetonfiillbaren "Phosphatide Peis 3 3.440, oo 
Menge des Gesamtunverseifbaren. . . . . . . 16,439) ~~ 
Drese @mossterm. .....-.scsnvvee 7,24% 
Gesamtcholesterin . . SL, eee ey 10,17% 
Jodzahl des Gesamtunverse ifbaren pass ‘ 75,3 
Jodzahl des cholesterinfreien Unverse sifbare ae 90,9 
Menge der Gesamtfettsduren. . .....2.~: 58,08 % 


. Zusammensetzung der Gesamtfettsauren. 
Menge der festen ‘Savane. 30,21% 


Siiurezahl der festen Fettsiuren . ...... 251,3 
Jodzahl der festen Fettsiuren . Vidor Aas 18,2 
Schmelzpunkt der festen Fettsauren 48,9° 
Mittleres Molekulargewicht der festen Fe ttsiiure n 223.0 
Menge der fliissigen Fettsiuren . ...... 61,79 % 
Siiurezahl der fliissigen Fettsiuren, . .... 206.5 
Jodzahl der fliissigen Fettsiuren, . 101.9 
Mittl. Molekulargewic ht der fliissigen Fettsiuren 270.5 
Zusammensetzung der freien Fettsiuren. 
| rrr oe ee 237,8 
Jodzahl . . cnet i ele Soot te a 50,6 
Mittleres Molekulargewicht SA POR ee, ph Den, 0 236.0 


B. Gebundenes 
Lipoid 
Menge 0,12 
des Organs 


0,13% 

0,47 
38.0 
214.3 
176.7 


17;1% 
Spuren 
2,599 
45,7 
41,9 


4. Zusammensetzung der acetonfillbaren Phosphatide. 
| a ae 


2,02, 
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Zusammensetzung der Lipoide von Organen. 


Tabelle ILI. 


(Carcinomatése Lymphdriisen 


10 vv.) 


i 





ok 





A. Direkt extrahierbares Lipoid 


1. Zusammensetzung der 


Menge 3,59 ° 


Gesamtextrakte. 


des Organs 


Stickstoffgehalt 46% 
Phosphorgehalt . . . 062°, 
Saurezahl . . . 77.0 
Verseifungszahl 144.0 
Fsterzahl . . . aOR 67,0 
Glesammbumversemmeres.. . ww 8 te 26,52% 
BUC SOMO ok ks 10,20% 
Gesamtcholesterin  . ; 14,52°% 
Jodzahl des Gesamtunverseifbaren ; ; 93,2 
Jodzahl des cholesterinfreien U nverseifbarer n 128,6 
Menge der Gesamtfettsiuren . 54,83 °, 


2. Zusammensetzung der Gesamtfet 


Siurezahl See e ee eo ee oN 
Jodzahl — a a a oe oe 
Mittleres Molekularge wicht See A oes 


Tabelle IV. 


(Carcinomatése Lymphdriisen 110 g.) 


tsauren. 





Gesamtlipoide 3,876 °, des Organs. 





\ 


Direkt extra- 
hierbares Lipoid 


Menge 3.55 


des Organs 


1. Zusammensetzung der 


Gesamtextrakte. 


B. Gebundenes 
Lipoid 
Menge 0,017 © 
des Organs 


hh a ar 0,24% 144°, 
Phosphorgehalt ta ae ee 066°) 0,11% 
eS er ae 59.6 112.0 
SS ee eee ee 142.9 

Esterzahl .... a 83,3 


Menge des Gesamtunverseifbaren . 

Menge der freien Fettsiuren . — 

Menge des Neutralfetts + Fettsiuren des 
verseifbaren 


Un- 


Menge der acetonfallbaren "Phosphatide . 3,039) ™ 
Freies Cholesterin. ....... 11.992 
Gesamtcholesterin ‘ 13.01° 
Jodzahl des Gesamtunverseifbaren 78.5 
Jodzahl des cholesterinfreien Unverse .ifbarer n sp 
Menge der Gesamtfettsiuren. . 59,549 


Zusammensetzung der 
Menge der festen Fettsfuren, . ....... 
Siurezahl der festen Fettsaiuren . . . 
Jodzahl der festen Fettsaéuren . 
Schmelzpunkt der festen Fettsiuren 
Mittleres Molekulargewicht der festen Fe ttsii iuren 


‘ S920. 


) 
(po 
15,92 "0 


285, 1 
l 


brs 
2 


Gesamtfettsauren. 


$7.88°,, 
197.2 
17.5 


17 20 


Menge der fliissigen Fettsiiuren a 62,123 °%, 
Saurezahl der fliissigen Fettsauren 184.2 
Jodzahl der fliissigen Fettsaéuren 110.5 


Molekulargewicht der fliissigen Fettsiuren 


305.0 





54 B. Lustig u. E. Mandler: 


Tabelle IV (Fortsetzung). 





A. Direkt extra- B. Gebundenes 


hierbares Lipoid Lipoid 
Menge 3,85 ° Menge 0.017 
des Organs des Organs 


3. Zusammensetzung der freien Fettsiuren. 


Siurezahl . . Se ee ee 209.7 
A ae oe ae ee 74.5 
Mittleres Molekulargewicht . .....~2022. 267.6 


4. Zusammensetzung der acetonfil!baren Phosphatide. 


Stickstoffgehalt . 2,15°% 
Phosphorgehalt 0,85°, 
Verseifungszahl . — 72,4 
Menge der Gesemtfettsiuren . ahs 50,00, 
Saurezahl der Gesamtfettsiuren . . . 2... 162.9 
Jodzahl der Gesamtfettsiuren , ee een 43,2 
Mittleres Molekulargewicht der Gesamtfettsauren 352.6 


Diese Untersuchungen ergaben einen Gesamtlipoidgehalt von 
3,0 bis 45°... Die Lipoide zeigten wechselnden Stickstoff und Phosphor- 
gehalt, gegeniiber den Rinderlymphdriisen waren erhéhte Mengen 
freier Fettsiuren (Saurezahl) und stark verringerter Phosphatidgehalt 
vorhanden, wobei die Phosphatide niedrigen Phosphor- und hohen 
Stickstoffgehalt zeigten. Es ist dies vielleicht auf das Vorhandensein 
gréBerer Mengen von Phosphatidabbauprodukten  zuriickzufiihren. 
Wahrend bei den Rinderlymphdriisen der Phosphor der Gesamtlipoide 
dem der acetonfallbaren Phosphatide entsprach, waren bei den carcinom- 
matésen Lymphdrisen nur ein Teil des Gesamtphosphors mit Aceton 
fallbar. Die Verminderung der acetonfallbaren Phosphatide bei Carcinom 
wurde von uns auch bei der Untersuchung von Lebercarcinom! beob- 
achtet. Das Unverseifbare bestand zu 45 bis 70°, aus Cholesterin 
(Rinderlymphdriisen 25 bis 60°,). Die Jodzahl des cholesterinfreien 
Unverseifbaren war 78,5 bis 128.5. Die Zusammensetzung der Fett- 
siuren der Phosphatide, der freien und Gesamtfettsiuren bei det 
gleichen Bestimmung differiert untereinander. Die fliissigen Feft- 
sduren bestehen auf Grund ihrer Jodzahlen zum grépten Teil aus Fettsduren, 
mit einer ungesattigten Bindung (Olsdurereihe). 

Die gebundenen Lipoide der carcinomatésen Lymphdriisen zeigten 
hohe Esterzahlen. 

Sodann untersuchten wir die Zusammensetzung der Lipoide von 
55 g sarkomatéser Lymphdriisen (Tabelle V), 50g tuberkuléser (ver- 


kaster) Lymphdriisen (Tabelle VI) und 55 g tuberkuléser, vergréBerter 


Axillarlymphdriisen (Tabelle VII). 


1 Siehe II. Mitteilung. 
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Zusammensetzung der Lipoide von Organen. V 5D 


Tabelle V. 


(Sarkomatése Lymphdriisen 55g.) Gesamtlipoide 1,43°, des Organs. 





4. Direkt extra- B. Gebundenes 


hierbares Lipoid Lipoid 
Menge 1,35 Menge 0,08 
des Organs des Organs 


1. Zusammensetzung der Gesamtextrakte. 


| a ra i 37%, 0,80°,, 
PINE 3. GG we ws ko ee 0,158°,, 0,183 %,, 
ae eee ee ee 37,0 31,8 
I oe es, 3) lle co a GS ee 144.3 

TUE Wess ho ok Kee Ne ie Ss ae 107,3 

Menge des Gesamtunverseifbaren. . . . . . 28.37% 6,1% 
Freies Cholesterin. .......se2s-s — 22,50°%, 
Gesamtcholesterm ..... 1.522205. 24,80°, 

Jodzahl des Gesamtunverseifbaren os an de 72,63 

Jodzahl des cholesterinfreien Unverseifbaren . 113.7 

Menge der Gesamtfettsiiuren . ine ee & See 49,45 °,, 

Menge der acetonfallbaren Phosphatide , 14,71 %, 


2. Zusammensetzung der Gesamtfettsduren. 


NI ting) tay gona Vag, eh em “ R-  aoSaoa 193,9 
oC eee re er ae 125.5 
Mittleres Molekulargewicht . . ... 289.4 


3. Zusammensetzung der acetonfillbaren Phosphatide. 


Stickstoffgehalt . Bh erage 9 il,” aire Sad a 1,28 °% 


Tabelle VI. 


dg.) Gesamtlipoide 128°, des Organs. 


(Tuberkulése Lymphdriisen 5 





4. Direkt extra- B. Gebundenes 


hierbares Lipoid Lipoid 
Menge 1,20 ° Menge 0.08 ‘ 
des Organs des Organs 


1. Zusammensetzung der Gesamtextrakte. 


Bescumtciioeett. ....<«.s<eckneen - 2.729, 1.05°, 
PEIN gk, cv te a me 101% 0.520 
NE Ras oh cs. oe ay ng is ae we we 51,7 
ee 183.4 

a eee ee ee ee 131.7 

Menge der freien Fettsiuren, . 2... . é 12,90, 
Gesamtunverseifbares........-eee6-. 26.95°%, 

meee Coometerm. . kw kt tt 14.47% 
Gesamtcholesterin . ... 0.0.0.0... 8.484 22,90 ony 

Jodzahl des Gesamtunverseifbaren . . . . . . 77.1 

Jodzahl des cholesterinfreien Unverseifbaren  , 144.0 

Menge der Gesamtfettsiiuren. . 2... 0 .; 56,2 %, 

Menge der acetonfillbaren Phosphatide a ar 1.55% 


2. Zusammensetzung der Gesan.tfettsduren. 


Saiurezahl der Gesamtfettsiuren . ...... 249.8 
Jodzahl der Gesamtfettsiuren .. . 2... .~:. 92,7 
Mittleres Molekulargewicht der Gesamtfettsaiuren 225.3 


3. Zusammensetzung der acetonfillbaren Phosphatide. 
POU Sg WSS wb oR we ew Se 3,58% 











ob 5B. Lustig u. E. Mandler: 


Tabelle VII. 


(Tuberkulése Axillarlymphdrusen 55 g.) Gesamtlipoide 2,672 °, des Organs 





A. Direkt extra- B. Gebundenes 


hierbares Lipoid Lipoid 
Menge 2,47 9 9 Menge 0,202 ° 
des Organs des Organs 


1. Zusammensetzung der Gesamtextrakte. 


Rismmemeneenait. 2 5s wc kc th ee we eee 0,71% 0,762, 
ES ee ee 1,15 0,63 °,, 
ee ee ee ee ne ee 30.7 103.0 
a ee 109.0 180.0 
a ee 78,2 77.0 
Menge des Gesamtunverseifbaren . . . 3... 31,41°, 41,2 
eee Cree, gg kk ke st ee oe 19,30°,, 514°, 
Gesamtcholesterin . . . Ne ae ee eee 28,50°,, 
Jodzahl des Gesamtunverseifbaren . . 73.6 67.5 
Jodzahl des cholesterinfreien U nverseifbaren 151,0 
Menge der Gesamtfettsiuren. . eras 51,0, 48,0% 
Menge der acetonfillbaren Phosphatide . oe Rr gg 4.12% 

2. Zusammensetzung der Gesamtfettsiuren. 
Siurezahl der Gesamtfettsiuren . ... 2... - 181,0 
Jodzahl der Gesamtfettsiuren . pseu feu aa - 72,8 
Menge der festen Fettsiuren, . . 2... , 44.6°,, 
Siiurezahl der festen Fettsiuren . ..... . 206.0 
Jodzahl der festen Fettsiuren. . . ... 17,0 
Schmelzpunkt der festen Fettsiuren . . 51,8° 
Mittleres Molekulargewicht der festen Fettsiuren an 272,4 
Menge der fliissigen Fettsiiuren . ...... 55,4°, 
Saurezahl der fliissigen Pettsiuren., . . . . . 208.1 
Jodzahl der fliissigen Fettsiuren 163,0 
Mitt]. Molekulargewicht der fliissigen Fettsduren 269,7 


Zusammensetzung der acetonfillbaren Phosphatide. 


piistiiadiiieces "ae ae ee ee a ee ee 1.58% 
Phosphorgehalt APRA Ne Me aS REY eg eee 3,59% 
WOES Gs as ie ae ie os ew eS 94,2 


Diese Untersuchungen ergaben bei den sarkomatésen Lymph- 
driisen eine starke Verminderung der Menge der Gesamtlipoide. Sie 
zeigten niedrigen Phosphorgehalt, hohen Gehalt an Unverseifbarem, 
das fast zu 90°, aus Cholesterin besteht, und erhéhte Jodzahl der 
Fettsduren. Der Gehalt an mit Aceton fallbaren Phosphatiden war 
gegeniiber den Rinderlymphdriisen normal, gegen Carcinom vermehrt. 

Die Untersuchung der Lipoide der tuberkulésen Lymphdriisen 
ergab gegentiber den Rinderlymphdriisen eine starke Verringerung der 
Menge der Lipoide bei erhéhtem Phosphorgehalt derselben: hohe 
Sauren- und Verseifungszahlen, hohen Gehalt an Unverseifbarem, das 
fast zu 90°, aus Cholesterin besteht (gegeniiber 25 bis 60°, bei Rinder- 
lymphdriisen). Auffallend ist bei tuberkulésen Lymphdriisen der 
besonders hohe Gehalt an Cholesterinestern, die fast ein Drittel des 
Gesamtcholesterins bilden, im Gegensatz zu den Rinder-, carcinomatésen 
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Zusammensetzung der Lipoide von Organen. V. O7 


und sarkomatésen Lymphdriisen. Die Menge der acetonfallbaren 
Phosphatide ist vermindert, der Phosphor- und Stickstoffgehalt ent- 
spricht dem von Monoaminophosphatiden. Auf Grund ihrer Jodzahlen 
bestehen sie hauptsachlich aus Kephalin. Die Jodzahl der Fettsdiuren 
ist gegeniiber den carcinomatésen Lymphdriisen stark erhoht. 


Zusammenfassung, 

Es wurde die Zusammensetzung der Lipoide carcinomatéser, 
sarkomatoser und tuberkuléser Lymphdriisen des Menschen untersucht 
und mit der Zusammensetzung normaler Rinderlymphdriisen!  ver- 
glichen. Diese Untersuchungen ergaben: 

Die Menge der Gesamtlipoide ist bei Sarkom und Tuberkulose 
gegentiber Carcinom vermindert. Der Phosphatidgehalt der Lipoide 
ist gegentiber dem der Rinderlymphdriisen bei Sarkom normal, bei 
Tuberkulose und Carcinom vermindert. Der Phosphorgehalt der 
Phosphatide ist bei Carcinom stark vermindert, bei gleichzeitig er- 
héhtem Stickstoffgehalt. 

Der Gehalt aller Lymphdriisen an Unverseifbarem ist hoch, der 
Cholesterinanteil des Unverseifbaren wechselt. Er betragt bei Rinder- 
lymphdriisen 25 bis 60°,,, bei carcinomatésen Lymphdriisen 45 bis 70°,,, 
bei sarkomatésen und tuberkulésen etwa 90°, des Gesamtunverseifbaren. 

Die tuberkulésen Lymphdriisen zeigen gegeniiber allen iibrigen 
einen auffallend hohen Gehalt an Cholesterinestern, die fast ein 
Drittel des Gesamtcholesterins ausmachen. 

Die fliissigen Fettsiuren der carcinomatésen Lymphdriisen  be- 
stehen auf Grund ihrer Jodzahlen aus Fettsiuren mit einer ungesittigten 
Bindung. Die fliissigen Fettsiuren der iibrigen enthalten auf Grund 
ihrer Jodzahlen gréBere Mengen mehrfach ungesattigter Fettsaduren. 


1 Siehe I. Mitteilung. 





Die Zusammensetzung 
der Lipoide normaler und pathologischer Organe. 


VI. Mitteilung!: 


Die Zusammensetzung der Lipoide bei Melanocarcinom und bei Melano- 
sarkom des Menschen. 


Von 
B. Lustig und E. Mandler. 


(Aus dem pathologisch-chemischen Laboratorium der Rudolfstiftun, 


Wien IIT.) 


(Eingegangen am 28. April 1933.) 


Uber die chemische Zusammensetzung der Lipoide und ihre Ver- 
anderungen bei melanotischen Tumoren sind, abgesehen von den in 
unseren vorhergehenden Verdéffentlichungen mitgeteilten Unter- 
suchungen eines Lebermelanosarkoms? des Menschen und einer melano- 
sarkomatésen Pferdemilz*, keinerlei Angaben in der Literatur vorhanden 
Aus diesem Grunde schien es uns von Interesse, weitere Falle von 
Melanomen zu untersuchen, um zu sehen, ob die bei den vorhergehenden 
Untersuchungen von uns gefundenen Veranderungen der Lipoide bei 
Melanosarkom, und zwar starke Vermehrung der freien Fettsauren 
Verringerung der mit Aceton fallbaren Phosphatide bei gleichzeitigem 
Vorhandensein gréBerer Mengen von mit Aceton nicht fillbaren organi- 
schen Phosphorverbindungen, auch bei weiteren Fallen von Melano- 
sarkom oder Melanocarcinom zu finden sind. 

Zur Untersuchung stand uns ein Fall von Lebermelanocarcinom 
und ein Fall von Melanosarkomdriisenmetastasen zur Verfiigung. Es 
wurde die Zusammensetzung sowohl der durch direkte Extraktion 
mit Aceton-Ather gewonnenen atherléslichen Lipoide (direkt extrahier- 
bares Lipoid), wie auch die nach 48 Stunden Verdauung mit Pepsin- 
Salzsiure dargestellten ,,gebundenen Lipoide*’ verarbeitet. Untersucht 


! Diese Zeitschr. 249, 344, 352. 366, 1932; 261, 132, 1933. 
2 Siehe IT. Mitteilung. 
3 Siehe III. Mitteilung. 
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Zusammensetzung der Lipoide von Organen. VI. DY 


wurden die chemische Zusammensetzung und die Kennzahlen der 
Gesamtextrakte, der Gesamtfettsauren und der acetonfallbaren Phos- 
phatide. Beziiglich der verwendeten Methodik sei auf die vorher- 
gehenden Mitteilungen, besonders auf die IV. Mitteilung, verwiesen. 

Untersucht wurde zuerst ein Fall von Lebermelanocarcinom, der 
uns vom Pathologisch-anatomischen Institut der Universitat Pecs 
(Vorstand Prof. Dr. Bela von Entz) in liebenswiirdiger Weise zur Ver 
fiigung gestellt wurde, wofiir wir auch an dieser Stelle bestens danken. 
Die Lebermetastasen wurden 3 Stunden post mortem entnommen, 
sofort vom umliegenden Gewebe befreit, faschiert, gewogen, mit dem 
sechsfachen Volumen Aceton versetzt und am gleichen Tage (im Winter) 
an uns abgeschickt. Die durchgefiihrte Sektion und_histologische 
Untersuchung ergab: primdrer Tumor am linken Schenkel, wahrschein- 
lich einem Naevus pigmentosus entstammend, wurde vorher operativ 
entfernt. Die J/nguinal-Lymphdriisen zeigten bei der histologischen 
Untersuchung starke Pigmentablagerung. besonders bei den degene- 
rierten und abgestorbenen Zellen. Die unveranderten Zellen waren 
grob, polyedrisch und zeigten ausgesprochen epithelartige Anordnung. 
Die Lebermetastasen waren als Knétchen von verschiedener GréBe vor- 
handen. Bei der histologischen Untersuchung bestanden sie aus Epithel- 
zellen mit ausgesprochener Kernteilung bei Mangel an Pigment und 
Bindegewebe, sie wuchsen in das Lebergewebe hinein. 

Es wurden insgesamt 504 g Lebermetastasen des Melanocarcinoms 
auf die vorher angegebene Weise verarbeitet (Tabelle I). Als Vergleich 
diente die in der II. Mitteilung angegebene Zusammensetzung der 
Lipoide der normalen, carcinomatésen und melanosarkomatésen Leber 
des Menschen. 

Tabelle IL. 


(Lebermelanocarcinom 504g.)  Gesamtlipoide 1.36°, des Organs. 





A. Direkt extra- B. Gebundenes 


hierbares Lipoid Lipoid 
Menge 1,325 ° Menge 0,035 ¢ 
des Organs des Organs 


1. Zusammensetzung der Gesamtextrakte. 


EE en ee ee ee 0,47°, 2,387% 
See ee eee ee 1,62°, 0,20°,, 
I Sie Sek a ie a em er a 75.9 
OS ee ee ee 111,0 135,2 
eA a as ae a 35,1 

meee CMONMIOFIN, 2 wk tt tet 9,689, 0,24% 
Cpememebenmnenterms «6g kk tt tt tl 10.61°,, 0,29% 
Gesamtunverseifbares .........4.4.. 21,60%, 5,89 %, 
Jodzahl des Gesamtunverseifbaren . ... . . 62.4 

Jodzahl des cholesterinfreien Unverseifbaren . . 59.1 

Menge der Gesamtfettsiuren. . . Sit key 53,75 58,2 


Menge der acetonfillbaren Phosphatide eo a 21.75% 
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Tabelle I (Fortsetzung). 





A. Direkt extra- B. Gebunden¢ 


hiertes Lipoid Lipoid 
Menge 1,325° Menge 0,035 
des Organs des Organs 


2. Zusammensetzung der Gesamtfettsiuren. 


Siurezahl der Gesamtfettsiuren . . ... - 198,0 
Jodzahl der Gesamtfettsiuren . . . . 2... 69,7 
Menge der festen Fettsdéuren, . . . . . ‘ 46,23 ° 

Siurezahl der festen Fettsiuren . . 2... : 198.4 

Jodzahl der festen Fettsiuren. . . .. 0. 30,7 

Schmelzpunkt der 7 Fettsiuren Noe $1.8° 

Mittleres Molekulargewicht der festen Fe ttsiiure n 282.8 

Menge der fliissigen Fettsiuren ..... 0... 53,77 % 

Siurezahl der fliissigen Fettsiuren, . 2... 176.0 

Jodzahl der fliissigen Fettsiuren . . . , 136.5 

Mitt]. Molekulargewicht der fliissigen Fettsiiuren 318.8 


3. Zusammensetzung der acetonfillbaren Phosphatide. 


NINN Ss. WS ah ela So ae Sew & 134% 
ee eee 3,01 % 
Saiurezahl . . Re oe ser ead SS a ei 53,2 
Verseifungszahl a a a ee 117.0 
Menge der Ge ssamtfettsiiure Dates gee SV eg 63,81% 
Menge der festen Fettsiuren, .......~. 43,39, 
Siiurezahl der festen Fettsiuren . ... 2... 209.1 
Jodzahl der festen Fettsduren., . . 2... 35.6 
Schmelzpunkt der festen Fettsiuren . . . 45,8 
Mittleres Molekulargewicht der festen Fettsiuren 268, 4 
Menge der fliissigen Fettsfuren ....... 54,61°,, 
Siurezahl der fliissigen Fettsiuren. . . . . 147,1 
Jodzahl der fliissigen Fettsiuren . . ‘ ; 125.8 
Mitt]. Molekulargewicht der fliissigen F e ttsiiure n 381,5 


Diese Untersuchung ergab fiir die Gesamtlipoide eine Verminderung 
der Menge (1,36°,,) gegeniiber der normalen Leber (4,0 bis 6,3°,) bei 
normalem Stickstoff- und erhdhtem Phosphorgehalt der direkt extra- 
hierbaren Lipoide, wobei nur ein Teil des Phosphors (etwa 40°.) mit 
Aceton faillbar war, ahnlich dem Lebermelanosarkom. Die Lipoide 
zeigten einen stark erhéhten Gehalt an freien Fettsiuren (Saurezah!) 
gegeniiber der normalen und carcinomatésen Leber bei sehr niedriger 
Esterzahl. Die Menge der freien Fettsiuren, die nach Alenk!, sowie 
nach unseren Untersuchungen? bei der normalen Leber hoch ist (bis 
ein Drittel der Verseifungszahl), steigt bei Carcinom an (bis zur Halfte 
der Verseifungszahl). Bei Lebermelanosarkom sowie bei dem jetzt 
untersuchten Lebermelanocarcinom ist die Saurezahl bis auf drei Viertel 
der Verseifungszahl erhéht. Der Anteil des Gesamtunverseifbaren ist 
ahnlich den anderen Lebertumoren etwas erhéht, wobei die Jodzahl 


Zeitschr. f. phys. Chem. 209, 112, 1932. 
2 Siehe die IT. Mitteilung. 
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des cholesterinfreien Unverseifbaren gegentiber der bei normaler und 
carcinomatoéser Leber und ahnlich dem Lebermelanosarkom sehr stark 
erniedrigt ist. 

Die Zusammensetzung der Fettsauren zeigt keine besonderen 
Differenzen. Die Menge der acetonfallbaren Phosphatide ist gleich dem 
Lebermelanosarkom, gegeniiber der Norm erniedrigt, gegeniiber 
Carcinom erhéht. Die Phosphatide entsprechen ihrem Stickstoff- und 
Phosphorgehalt nach Monoaminophosphatiden. Die Menge der ge 
bundenen Lipoide war gegeniiber der Norm erniedrigt. Sie zeigten 
hohen Stickstoffgehalt und hohe Saurezahl, bei niedrigem Phosphor- 
und Cholesteringehalt. Die Untersuchung der Lipoide des Leber- 
melanocarcinoms ergab eine Zusammensetzung dhnlich den Lipoiden 
des Lebermelanosarkoms, abweichend von der Zusammensetzung der 
Lipoide der normalen und carcinomatésen Leber. 

Es wurde weiter die Zusammensetzung der Lipoide von 525 g 
eines Melanosarkoms auf die oben angegebene Weise untersucht (Ta- 
belle IT). Die von Herrn Prof. Dr. Priesel in liebenswiirdiger Weise 
durchgefiihrte histologische Untersuchung, fiir die wir auch an dieser 
Stelle bestens danken, ergab metastatische Melanosarkomatose nach 
Nucleation des rechten Bulbus (Lungen, Myokard, Nebennieren, Leber, 
Nieren, Eierstock, Peritoneal und Pankreasmetastasen). Histologisch : 
Aufbau aus teilweise mehr epitheliden, teils spindeligen Zellen, Pigment- 
gehalt wechselnd, die Lebermetastasen z. B. fast voéllig pigmentfrei, 
im Pankreas und Myokard starker Pigmentgehalt. 


Tabelle II. 


(Melanosarkommetastasen 525g.) Gesamtlipoide 4.789°, des Organs. 





A. Direkt extra- B. Gebundenes 


hierbares Lipoid Lipoid 
Menge 4,64 °/5 Menge 0,159 
des Organs des Organs 


1. Zusammensetzung der Gesamtextrakte. 


EN ES ee i ee ee ee ee O.12%, 
Phosphorgehalt 0.65°,, 0,10° 
Siurezahl ; 88.6 v4.4 
Worsetmrumoesah!... . 2... sc ce we as 120.1 148.6 
eS Ne gare a Merk, Sh lea Oe. WS. Takao “Gs 31,5 64.2 
Gesamtunverseifbares . 2... .. 0... 14.6°,, 12,73 ° 
Freies Cholesterin, 9,53 % 3,50! 
Gesamtcholesterin eee ae 9,93°, 5,43 % 
Jodzahl des Gesamtunverseifbaren . . . . . . 80.2 61.0 
Jodzahl des cholesterinfreien Unverseifbaren 109.8 

Menge der Gesamtfettsiiuren. . . Seer ee 70,53 °,, 13,30! 


Menge der acetonfillbaren Phosphatide . hte 3,43 %, 
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Tabelle Il (Fortsetzung). 





A. Direkt extra- B. Gebundens 


hierbares Lipoid Lipoid 
Menge 4,649) Menge 0,159 
des Organs des Organs 


2. Zusammensetzung der Gesamtfettsduren. 


Menge der festen Fettsiituren, . . .....:C:; 33,21% 54,98°,, 

Siurezahl der festen Fettsduren . .. . . . 237,2 197,32 

Jodzahl der festen Fettsiituren, . 2... 0. .:; 25.0 42.7 

Schmelzpunkt der festen Fettsiuren , .. . . 49,00 45,6° 

Mittl. Molekulargewicht der festen Fettsiuren 236.6 284.5 

Menge der fliissigen Fettsduren . . .. . 66,79°%, 43,02°,, 

Siurezah] der fliissigen Fettsiuren. . . . . . 188.9 186,7 

Jodzahl der fliissigen Fettsiuren.. . 103.8 838.4 

Mittl. Molekulargewicht der fliissigen Fettsiuren i 297,0 301,90 
Zusammensetzung der Phosphatide. 

Stickstoffgehalt et ee eS 2S Ow we So L210 

Eneapmnegonnn : 2 59°. 

Saurezah! Pte Gk ie tate Soe ee we LOS 32 

Verseifungszahl . ee ee chien ie hess 110, 

Menge der Ge samtfettsiiuren . a eae ee 66.700, 

Siurezahl der Gesamtfettsiiuren . . . 2... 186,2 

Jodzahl der Gesamtfettsiiuren . . 71.4 

Mittleres Molekulargewicht der G esamtfe ttsiiure n 301.6 


Die chemische Untersuchung zeigte ahnlich dem vorher untersuchten 
Melanosarkom und dem Lebermelanocarcinom stark erhéhte Sdaure- 
zahlen bei niedriger Esterzahl und niedrigem Gehalt an acetonfallbaren 
Phosphatiden. Da die Metastasen verschiedenen Stellen entnommen 
waren, fehlen weitere Vergleichsméglichkeiten. 


Zusammenfassung. 

Es wurde die Zusammensetzung der Lipoide eines Melanocarcinoms 
der Leber und Metastasen eines Melanosarkoms untersucht und mit det 
Zusammensetzung der Lipoide normaler, carcinomatéser und sarko- 
matéser Leber verglichen. 


Diese Untersuchungen zeigten, daB die Zusammensetzung der 


Lipoide bei Lebermelanocarcinom gleich der von Lebermelanosarkom 
ist, aber abweichend von der Zusammensetzung der Lipoide der normalen 
und carcinomatésen Leber. 

Die untersuchten Falle von Melanosarkom und Melanocarcinom 
zeigen besonders hohen Gehalt an freien Fettsiuren, bei niedriget 
Esterzahl, verringerten Gehalt an acetonfillbaren Phosphatiden 
gegeniiber der Norm, wobei nur ein Teil des Phosphors in iiberschiissigem 
Aceton léslich ist. 
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Untersuchungen itiber das spezifische Gewicht von Bakterien. 


Von 
Domenico Ruffilli. 


(Aus dem Institut fiir Kolloidforschung zu Frankfurt a. M.) 


(Eingegangen am 30. April 1933.) 


Uber das spezifische Gewicht von Bakterien liegt in der Literatur 
bereits eine gr6Bere Zahl von Untersuchungen vor. Ihre Ergebnisse 
sind jedoch widersprechend und die Ursache der Widerspriiche liegt 
meist in der Unzulainglichkeit der angewandten Methoden. 


In der letzten beziiglichen Publikation, jener von Leontiew', findet sich 
eine ausfiihrliche kritische Besprechung der friiheren Arbeiten; das Ergebnis 
seiner anschlieBend mit geteilten eigenen drei Versuche ist jedoch ebenfalls nicht 
unanfechtbar. Eine Methode, welche gestatten wiirde, tiber das spezifische 
Gewicht der Bakterien wirklich einwandfreie Angaben zu gewinnen, diirtte 
daher eine Liicke unserer Kenntnisse ausfiillen. Uberdies haben die Er- 
gebnisse einer solchen Methode auch Bedeutung im Zusammenhang mit 
den Untersuchungen, die an diesem Institut tiber die GréPenverhdltnisse 
und Eigenschaften von subvisiblem Virus seit einigen Jahren im Gange sind °. 

Zur Ermittlung des spezifischen Gewichtes suspendierter Teilchen 
stehen im wesentlichen zwei Wege zur Verfiigung: Der direkte. welcher 
darin besteht, sowohl das Gewicht als das Volumen des untersuchten Korpers 
selbst festzustellen und deren Quotienten zu bilden: und ein indirekter. 
namlich die Messung des spezifischen Gewichtes jener Fliissigkeit, in welcher 
die Teilchen eben schwebend bleiben, d. h. der Einwirkung der Schwerkraft 
(und Zentritugalkraft) entzogen sind. Beide Wege sind auch zur Unter- 
suchung von Bakterien vielfach benutzt worden. 

Die Voraussetzung, mit welcher die Zuverlissigkeit der letztgenannten 
Methode steht und fallt, ist, da®B das spezifische Gewicht der Teilchen sich 
durch das Einbringen in die verwendete Fliissigkeit nicht andert. Durch 
diese Forderung erscheinen von vornherein die Versuche St/eqgel/s ent- 
wertet, der die Bakterien in Form von Kliimpchen in 50°.ige Natrium 


' Centralbl. f. Bakt. I. Orig. 107, 308, 1928. 

2 Bechhold u. Schlesinger, diese Zeitschr. 236, 387ff.. 1931: Schlesinger, 
Zeitschr. f. Hyg. 114, 161ff., 1932. Zwei weitere beziigliche Arbeiten von 
Bechhold u. Schlesinger iiber Herpes und ein filtrierbares Kanarienvogel- 
virus erscheinen in der Zeitschr. tf. Hyg., Bd. 115. 
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carbonatlésung brachte. Aber auch in L6ésungen chemisch indifferent: 
Substanzen ist mit einer Anderung des spezitischen Gewichts etwa durc} 
osmotische Einfliisse zu rechnen. Dieser Einwand besteht méglicherweis 
gegen die Versuche von Almquist, der Bakterien in Natriumchlorid, Calciun 
chlorid- usw. Lésungen zentrifugierte; ebenso gegen den mit Glyceri: 

Wassermischungen ausgefiihrten Versuch von Mace Callum und Oppe 
heimer* an Vaeccine-Virus und gegen die mit Hilfe von Kochsalz- bzw 
Rohzuckerlésung versuchte Abschatzung des spezifischen Gewichts vor 
Vaccine- und Hiihnerpest-Virus durch Bechhold und Schlesinger® baw. di 
Bakteriophagen durch Schlesinger®. Die Moglichkeit, da infolge ck 
Kinflusses des Mediums das spezifische Gewicht zu hoch ermittelt wurd 
haben die beiden letztgenannten Forscher in thren Arbeiten ausdriicklic! 
betont; die im dritten Abschnitt dieser Mitteilung beschriebenen Versuch: 
iiber das spezifische Gewicht von Colibakterien in) Rohrzuckerlésunge: 
verschiedener Konzentrationen dienen auch dem Zwecke, iiber die Gréli: 
des méglichen Fehlers zu orientieren und zeigen, dal derselbe bei Benutzung 
der eben genannten Loésungen nicht allzu gro sein diirfte. 

Die Untersuchungen von von Angerer sowie von Leontiew, welche aut 
der Bestimmung der Senkungsgeschwindigkeit und Anwendung des Stokes 
schen Gesetzes fuBen, stellen eigentlich eine Berechnung des spezifischen 
Gewichtes aus Volumen und Gewicht der Einzelteilchen dar. Das Volumen 
bzw. der Durchmesser der kugelf6rmig gedachten Bakterien war hierlh: 
auf Grund der Ergebnisse der mikroskopischen Messung angesetzt worden 
Nun ist aber die mikroskopische Schaétzung von Dimensionen in der GréBen 
ordnung der Bakterien sehr unsicher; tiberdies sind die Ergebnisse von de1 
Behandlung des Praparates (Fixierung, Farbung usw.; siehe diesbeziiglich 
S. 66) abhangig. Diese Unsicherheiten fallen hier ganz besonders ins 
Gewicht, weil die Senkungsgeschwindigkeit dem Quadrat des Durchmessers. 
der Differenz des spezifischen Gewichts von Teilchen und Medium abe: 
nur einfach proportional ist. Wahrend man daher aus der Senkungsgeschwin 
digkeit auch bei ungenau bekanntem spezifischen Gewicht noch sehr gute 
Angaben fiir den Durchmesser erhalten kann, wird man fiir das spezifische 
Gewicht nur im Besitz sehr genauer GréBenangaben brauchbare Werte 
berechnen kénnen. 

Den Weg, welchen wir als den direkten bezeichnet haben, die Er- 
mittlung des spezifischen Gewichts mittels Pyknometer und Waage. 
benutzte Rubner. Er brachte den gesammelten Bakterienrasen seine! 
Kulturen in eine kalibrierte Glasréhre und wog dieselbe. Das spezifische 
Gewicht, das auf diese Weise bestimmt wurde, ist aber offenbar nicht 


dasjenige der Bakterienleiber selbst, sondern einer — wenn auch breiartig 
dichten — Bakterienaufschwemmung, die stets noch betrachtliche Mengen 


der aus dem Nahrboden stammenden Fliissigkeit enthalt. 

Durch Einfiihrung eines Verfahrens, welches gestattet, in jedem Fall: 
parallel mit der Bestimmung des spezifischen Gewichts einer Bakterien- 
aufschwemmung auch das in dieser Aufschwemmung von den Bakterien 
tatsdchlich eingenommene Volumen zu ermitteln, unterscheidet sich die 
hier mitgeteilte Untersuchung grundsitzlich von den friiheren. Das 

' J. of Amer. med. Ass. 78, 410, 1922. 

2 Diese Zeitschr. 236, 387, 1931. 

3 Zeitschr. f. Hyg. 114, 161, 1932. 
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Prinzip der neuen Methode, sowie deren rechnerische Grundlagen waren 
mir von Herrn Dr. Schlesinger angegeben worden, der mich auch bei 


Durchftihrung der Versuche beraten hat. 


Die Ermittlung des Bakterienvolumens. 


Setzen wir einer Aufschwemmung eine Substanz zu, welche sich 
im Dis pe rsionsmittel list. wahrend dis SUS pet ndierten Teilchen von der- 
selben frei bleiben, so wird 1 ccm des von den Partikeln befreiten Di 
spersionsmittels mehr von dieser Substanz enthalten als Leem der Auf- 
schwemmung. Der Unterschied wird um so bedeutender sein, ein je 
groBerer Teil des Volumens der Aufschwemmung von den suspendierten 
Teilchen eingenommen wird, und mit um so gréBerer Genauigkeit 
wird es auf Grund der Kenntnis dieses Unterschiedes méglich sein 
das von den Partikeln eingenommene Volumen zu berechnen. Von det 
zugesetzten Substanz miissen wir folgende Eigenschaften verlangen: 
]. Sie muB eine sichere quantitative Bestimmung gestatten. 2. Thr Zusatz 
darf das Volumen der Teilchen nicht verdndern. 3. Sie darf nicht in dir 
Partikel eindringen. 4. Sie darf von den Teilchen auch nicht adsorbicrt 
werden. Fir die Untersuchung von Bakterienautschwemmungen ertillt 
diese Forderungen hinreichend das kdufliche! Hadmoglobin: Es ist 
leicht kolorimetrisch bestimmbar, ist chemisch indifferent und hoch- 
molekular, so daB es weder in die Zelle eindringt. noch (selbst in hohen 
Konzentrationen) osmotische Anderungen zu bewirken vermag. Dal 
auch Adsorption in stérendem Mabe nicht vorliegt, wurde durch be- 
sondere Versuche sichergestellt. 

Schwemmt man Bakterien in der von uns verwendeten alkalischen 
Hamoglobinlésung auf und zentrifugiert nach ausgiebigem Schiitteln 
wieder klar. so erscheint das Sediment nicht angefarbt und die tiberstehence 
Fliissigkeit nicht nachweisbar verandert. Aber auch geringfiigigere Adsor»p 
tion, die sich dem direkten Nachweis entzieht, kénnte noch zu bedeutenden 
Fehlern Anlafi geben. Vor Darstellung der Versuche. welche auch in diese 
Hinsicht Sicherheit gewahren, mul vorerst festgelegt werden, wie ein 
eventueller AdsorptionseintluB sich auf das errechnete Volumen bzw. 
spezitische Gewicht auswirken wiirde. 

Lieqt Adsorption vor, ist also in der Auftschwemmung Hamoglobin 
nicht bloB im Dispersionsmittel, sondern auch an der Bakterienoberflache 
angereichert vorhanden, so wird sich der Hamoglobingehalt der Auf 
schwemmung von jenem des Dispersionsmittels weniger unterscheiden, als 
dem von den Bakterien eingenommenen Volumen entspricht. Die Ab 
weichung wird um so starker in Erscheinung treten, Je bedeutender die 
Adsorption (d.i. der an der Teilchenoberflache angereicherte Bruchteil des 
Farbstoffes gegeniiber dem in Lésung befindlichen) ist. Da die Adsorption 


. Natives Hamoglobin (durch Hamolyse rotel Blutkorperchen nh 
destilliertem Wasser) wird merkwiirdigerweise von Bakterien stark ad 
sorbiert. 


Biochemische Zeitschrift Band 263 5 
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aus Losungen mit fallender Konzentration zunimmt, ware daher A}, 
hangigkeit des ermittelten Volumens von der benutzten Farbstoffkonzentra 
tion zu erwarten. ZusammengefaBbt: Adsorption des benutzten Fart, 
stoftfes durch die Partikel miiBte bewirken, dai man fiir ihr Volumen 21 
kleine Werte erhalt, und zwar wm so kleiner, eine je verdiinntere Farbstoi) 
Josung man verwendet hatte. (Das errechnete spezifische Gewicht wiird 
demgemaB zu hoch erscheinen, und zwar um so hoéher, je verdiinnter dir 
Losung war.) 

Um einen durch Adsorption bedingten Fehler auszuschlieBen und tibes 
dies zur Kontrolle unserer Methode, haben wir zundichst versucht, auf Grund 
der mit der neuen Methode erhaltenen Zahlen das durchschnittliche Volumes 
eines einzelnen Bakteriums zu berechnen, um diesen Wert mit dem Ergebnis 
der unmittelbaren optischen Messung vergleichen zu kénnen. Hierzu wat 
es notwendig, neben dem Gesamtvolumen der in unserer Aufschwemmuny 
enthaltenen Bakterien auch die Zahl derselben méglichst genau festzustelle 
Die Zahlung haben wir bei den in den Versuchen 1}, 12, 15 und 16 (sieh: 
S. 71) benutzten Suspensionen folgenderweise ausgefiihrt : 

Von jeder Bakterienautschwemmung wurden je drei voneinande: 
unabhangige Verdiinnungen bereitet und zwei Proben jeder Verdiinnung 
auf dem Objekttrager auf eine Flache von 2 qem ausgebreitet ; das Gewicht 
der Proben war durch vor- und nachherige Wagung der benutzten Ose aut 
der Mikrotorsionswaage bekannt. Von saémtlichen Praparaten wurden mit 
Hilfe einer Fhrlichschen Blende insgesamt 200 Felder mit einer Obertlache 
von je 400 Quadratmikron ausgezihit. Durch die so je Kubikzentimete: 
Aufschwemmung ermittelte Bakterienzahl wurde das entsprechende Gesamt 
volumen dividiert. Als durchschnittliches Volumen des einzelnen Bakteriums 
erhielten wir so fiir die vegetative Form des Heubazillus 1,75 v8, fiir seine 
Sporen 0,95 yw. 

Aus den gleichen Aufschwemmungen waren parallel auch Praparate 
fiir die mikroskopische Messung der Bakteriendimensionen angelegt worden. 
In dem am Heubazillus ausgetiihrten Versuch begniigten wir uns mit det 
direkten Abschatzung der GréBe mittels des Okularmikrometers an tibet 
der Flamme fixierten und mit Carbolfuchsin gefairbten Praparaten. Es 
ergab sich hierbei im Mittel eine Ldnge von 2,75, und eine Dicke von 0.65 1, 
woraus sich das Volumen zu 0,91 vu? ergibt. Die im zweiten Versuch be 
nutzten Subtilissporen bilden fiir solche Untersuchungen schon von vorn 
herein geeigneteres Material, weil sie im Gegensatz zu den vegetativen Formen 
untereinander nur geringe Unterschiede aufweisen. Hier haben wir. um 
den EinfluB der Fixation und Farbung auszuschlieBen, auch native Pra 
parate unter Benutzung einer 5°/jigen Agarlésung (um die Bakterien 
unbeweglich zu machen) hergestellt, welche im Dunkelfeld photographiert ' 
wurden. Durch Vergleich mit der unter gleichen Bedingungen photo- 


graphierten Skala eines Objektmikrometers konnten die Dimensionen der 
einzelnen Sporen recht genau gemessen werden und ergaben sich in der 


Ldngsausdehnung im Mittel zu 1,48 nw und in der Breite zu 0,76 4, woraus 
sich das Volumen zu 0,68 n° berechnet. Auf gleiche Weise wurden auch 
Messungen an fixierten und nach Beizung mit Chromsaure ge/drbten Pra- 
paraten ausgefiihrt, die im Durchschnitt eine Ldnge von 1,55 4 und eine 
Breite von 0,68 nh, a.h. ein Volumen von 0,44 vu? ergeben haben. Durch 


' Fir die Aufnahme der Mikrophotogramme bin ich Herrn Dr. Erbe 
zu Dank verpflichtet. 
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Fixation und Fdrbung werden die Sporen in der Tat verklesnert. Aber auch 


verglichen mit den Messungsergebnissen am = nativen Praparat ist das 
mittels der Hamoglobinmethode berechnete Volumen héher. Die hier noch 


hestehende Differenz kann durch die Annahme einer etwa 0.10 u dicken 
als ..nicht lésender Raum* wirkenden adsorbierten Wassersehicht erklirt 
werden'. Betonen méchten wir aber. dafi die Richtung dieser Abweichung 
derjenigen, welche in emer Adsorption beqriindet ware, entgeqgengesetat ist. 

Um fur das Vorliegen von Adsorption in jedem emzelnen Falle eine 
weitere Kontrolle zu haben, haben wir uns noch des Mittels bedient. die 
Untersuchung jeder Aufschwemmung parallel mit zwei verschieden kon 
zentrierten Hamoglobinlésungen (etwa 5 und 1,25° ig) durchzufiihren. 
Bei Vorliegen von Adsorption muBte sich mit der verdiinnteren Lésung ein 
kleineres, scheinbares Bakterienvolumen (und damit ein héheres spezifisches 
(rewicht) ergeben. In der Tat besteht zwischen den Werten, die wir bei 
inseren Untersuchungen mit der I! ,° igen Léosung bestimmten und denen, 
die wir mit der konzentrierten Lésung erhielten, in der Mehrzahl der Fille 
eine Differenz in diesem Sinne. Die Versuche 1. 11. LIT. VIL UX (siehe S. 71) 
ergaben mit der verdiinnteren Loésuny etwas hohere Werte des spezitischen 


CGewichts als mit der konzentrierteren. In den beiden tibrigen Fallen 
zeigte sich kein Unterschied. Die gefundenen zahlenmabigen Differenzen 


liegen entweder im Bereich der Versuchstehler oder tiberschreiten ste mur 
wenig. Betrachtet man diese kleinen Unterschiede als reell und deutet sie 
als Ausdruck einer geringen Adsorption, so wird man natiirlich auch an 
den mit der konzentrierteren Lésung erhaltenen Werten noch eine Korrektu 
nach unten anbringen miissen. Man wird aber jedentfalls annehmen diirfen, 
daB der Betrag dieser Korrektur nicht héher ist als die durchschnittliche 
Differenz der mit den beiden Lésungen erhaltenen Zahlen: vier Einheiten 
in der dritten Dezimale. Praktisch fallt eine soleche Korrektur kaum ins 
(rewicht. 

AuBer der Adsorption muBten wir uns noch mit einer méglichen Fehler 


quelle beschaftigen, die wir bisher nicht erwaihnt hatten. Das kdu/flich 
Hdmoglobin ist namlich nur im alkalischen Medium qut léslich, und wit 
konnten auf den tiblichen Zusatz von 0.1°, Na ,CO, nicht verzichten. 


Mit der alkalischen Reaktion konnte jedoch eine Quellung oder sonstige 
Anderung des Bakterienvolumens verbunden sein, die wir erst durch be 
sondere Versuche ausschlieBen mubten: 

(deiche Volumina einer dichten Suspension von Bacterium coli 88 
in physiologischer NaCl-Lésung wurden in zwei Zentrifugenréhrchen von 
bekanntem Gewicht gebracht und bis zur vollstandigen Sedimentation 
zentrifugiert (830 Minuten 3000 Umdrehungen). Die tiberstehende Fliissig 
keit wurde abgesaugt und ihre letzten Spuren mit FlieBpapier entfernt. 
Dann wurde das Gewicht der beiden Sedimente bestimmt. In eines der 
Réhrchen kam jetzt eine bestimmte Menge von 0.85 ° iger Natriumehtorid 
losung, in das andere die gleiche Menge einer L6sung mit 7.5° 9, Natrium- 
chlorid und 1,0° 4, Natriumearbonat. Diese beiden Lésungen sind ungefahi 
isotonisch. Nachdem die Bakterien in Suspension gebracht und von neuem 
zentrifugiert worden waren, zeigten die erhaltenen Sedimente nach Ent 


' Andererseits muB man beachten, daB bei der Messung von Teilchen 


in der GréBenordnung eines Mikrons bereits systematische Fehler méglich 
sind, welche in den optischen Gesetzen der mikroskopischen Abbildung 
ihren Grund haben. 





68 PD. Ruffilli: 


fernung der itiberstehenden Fliissigkeit keinen nennenswerten Crewichts 
unterschied. Uberdies wurden sowohl von den im neutralen als von den 
im alkalischen Medium gehaltenen Bakterien Praparate in 5° ,,iger Agar 
losung angefertigt und photographiert. Die Messung auf den Platten ergal 
keinen Unterschied der Dimensionen. Die ausgefiihrten Versuche zeigen 
somit, daB die Alkalitdt einer 1° wigen Natriumearbonatlésung keinen merk 
lichen Einflup auf das Volumen der Bakterien ausiibt. 


Im folgenden beschreiben wir die Ausfiihrung der Volumenhestin 
mung, wobei wir beziiglich Einzelheiten auf das 8S. 66 gegebene Ver- 
suchsprotokoll verweisen. 

Die Bakterien werden durch mehrmaliges Waschen mit Hilfe der 
Zentrifuge von Resten der Nahrbodenbestandteile befreit und schlieBlicl 


in der Hamoglobinlésung (0,75°,, NaCl 0.1°, Na,CO,, 5 bzw. 1), 
Hamoglobin) aufgeschwemmt. Nun wird das spezifische Gewicht (1D) 


dieser Aufschwemmung festgestellt, dann wird dieselbe in ein gewogenes 
mit Stopfen versehenes Zentrifugenrohr gefiillt, das jetzt neuerlich gewoger 
wird (Gewicht der eingefiillten Aufschwemmung: A). Dann wird klar 
zentrifugiert, die tiberstehende Fliissigkeit abgegossen (Reste derselben 
moglichst vollstandig mit FlieB papier aufgenommen) und die Réhre wiederum 
gewogen (Gewicht der entfernten tiberstehenden Fliissigkeit: 2). Die 
abgegossene Fliissigkeit wird nach Bestimmung ihres spezifischen Cre 
wichts (/) fiir die kolorimetrische Priifung aufbewahrt. Aus den bisher 
erhaltenen Angaben ergibt sich zunachst das genaue Volumen des in der 
Roéhre verbliebenen Sediments: V A/D Bed. Dieses Volumen | 
setzt sich noch zusammen aus dem von den Bakterienleibern selbst ein 
genommenen Anteil (7) und aus dem Volumen der zwischen den Teilchen 
zuriickgehaltenen Farbstofflésung. das wie folgt ermittelt wird: 

In die Zentrifugenréhre wird ein abgemessenes Volumen (W) des 
Lésungsmittels (enthaltend die Salze, wie oben, aber kein Hamoglobin) 
eingefilllt und das Sediment darin griindlich aufgeschwemmt. Hierdurch 
wird die zwischen den Bakterien befindliche Farbstofflésung von dem 
Volumen (I ryauf (W + V v) verdiinnt. Wenn man also nun nochmals 
klar zentrifugiert und durch kolorimetrischen Vergleich mit der ersten 
iiberstehenden Fliissigkeit feststellt, auf welchen Bruchteil (¢) der urspriing- 
lichen Konzentration die Farbstofflésung durch die Verdiinnung gesunken 
ist, so gilt folgende Beziehung: 


V—v 
c : é . 
Ww+V—v 
Hieraus berechnet sich das gesuchte Eigenvolumen der Bakterien zu 
‘ 
v= V-—-wWwe (1) 
1—ec 


Dividiert man v noch durch das Volumen der urspriinglichen Aufschwem 
mung (4 /D), so erhalt man schlieBlich den Volumenanteil (7). welcher je 
Kubikzentimeter der Aufschwemmung auf die Bakterienleiber entfallt. 


Die Bestimmung des spezifischen Gewichts. 


Die Angaben, welche wir im Verlauf der beschriebenen Volumen 
bestimmung gewonnen haben, gestatten auch ohne weiteres, das spezifische 
Gewicht der Bakterien (sg) zu berechnen. 
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Das gemessene spezifische Gewicht der Aufschwemmung (/)), doi. das 
Gewicht eines Kubikzentimeters der Autschwemmung, setzt sich néumlich 
zusammen aus dem Gewicht der Je Kubikzentimeter enthaltenen Bakterien 
vp- 8p) und dem Gewicht der je Kubikzentimeter enthaltenen Farbstoft 
losung [(1 rp)d). Aus der CGleichung 

D Up Sp + (1 vz) d 
folgt fur das spezifische Gewicht der Bakterien: 

) 

Pes I d a 
Up 


Der Gang eines Versuchs und seiner Berechnung wird im folgenden 


B 


noch an Hand unseres Protokolls 17 veranschaulicht : 

Zwolf Kolle-Schalen mit Nahragar werden mit der Aufschwemmung 
eintagiger Kulturen des Lufteoceus F 6 beimpft und 2 Tage bei Zimmer 
temperatur belassen; dann werden die reich entwickelten Bakterienrasen 
in Aufschwemmung gebracht in etwa 50cem einer Lésung mit 7.5° ,) 
Natriumchlorid und 1,0° 4) Natriumearbonat. Diese Lésung. die wir Al 
nennen, ist das Salzmilieu, in dem die ganze Untersuchung ausgefiihrt ist. 
Die Aufschwemmung wird durch Mull filtriert und in zwei Halften geteilt. 
Mit dem einen Teil wird die Untersuchung mit einer ungefahr 5°, igen 
Hamoglobinlésung in der Lésung A ausgefiihrt. wahrend gleichzeitig mit 
der anderen Halfte die Bestimmung mit 1.25°,iger HamoglobinlOsung 
gemacht wird. Im folgenden betrachten wir nur den mit der konzentrierten 
Lésung ausgefiihrten Versuch. Man bringt die Aufschwemmung in ein 
Zentrifugenré6hrehen von bekanntem Gewicht und wiischt die Bakterien 
mehrere Male mit der Lésung A. Wenn man eine klare. tiberstehende 
Fliissigkeit erhalten hat meist geniigen drei Waschungen mit je 20 cem 
so fiigt man zu dem Sediment etwa 12 cem Hamoglobinlésung hinzu und 
bringt die Bakterien sorgfaltig in Suspension. 

Nun wird unter sorgfaltiger Einhaltung konstanter Temperatur mit 
Hilfe eines Ostwaldschen Pyknometers das spezitische Gewicht der Aut 


schwemmung bestimmt. Es ergibt sich Doyyo/40 * 1.0229. Hieraut 
kommt die Aufschwemmung in ein gewogenes, mit Stopfen versehenes 
Zentrifugenglas, das nun neuerlich gewogen wird. Gewicht der Aut 
schwemmung: 34,4169 — 22,29000 12.1269 g. 


Durch Dividieren durch das spezifische Gewicht erhalt man als Volumen 
der Aufschwemmung 11.8554 cem. Jetzt wird klar zentrifugiert, die tiber 
stehende Hamoglobinlésung abgesaugt und deren spezifisches Gewicht 
zu d 99-304: 1.0130 bestimmt. Dieser Wert wird auf deyo 4 1.0134 
korrigiert. nach den Angaben der Landoltschen Tabellen fiir die Warm 
ausdehnung einer 0,9°,,igen Kochsalzl6sung. Die Fliissigkeit wird nunmehr 


aufbewahrt als Standard fiir den kolorimetrischen Vergleich. Die letzten 
Spuren der tiberstehenden Fliissigkeit werden mit Fliepapier entternt 
und das Sediment gewogen: 23,8502 22.2900 1.5602 ¢. Wenn man 


das Gewicht des Sediments abzieht vom Gewicht der Aufschwemmung, *0o 
erhalt man das Gewicht der entfernten iiberstehenden Fliissigkeit : 10,5667 ¢; 
und wenn man dieses durch ihr spezifisches Gewicht dividiert, bekommit 
man das Volumen 10,4269cem. Durch Subtraktion des Volumens det 
iiberstehenden Fliissigkeit von dem Volumen der Aufschwemmung erhilt 


* Der Index ¢t® 4° ist die gebrauchliche Bezeichnung dafiir, dab das 
spezifische Gewicht bei t® gemessen und auf Wasser von 4° bezogen ist 
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man das Volumen des Sediments: 1.4285 ¢cem. Zu dem Sediment fiiv 
man nun 2,5cem der Losung A hinzu, bringt es sorgfaltig in Aufschwemmung 
und zentrifugiert ; die tiberstehende Fliissigkeit saugt man ab und vergleicht 
kolorimetrisch im Dubosqschen Instrument mit dem Standard. Der Mitte! 


wert von ftint Ablesungen gibt 0.150. Hieraus berechnet sich nacl 
O,L50O 0.987 
(deichung (1) 7 1.4285 2,5 - O.987ccm und rp ; 
0,850 11.8554 


0.0833 com. Das spezifische Gewicht aber ergibt sich nach Forme! (2 
1.0229 LOLs a 
Zu sp 21°/4° 10134 + 1.1274. 
. 0.0833 

Um iiber den Einflu®8 zu orientieren, den ein Fehler in der Konzentra 
tionsbestimmung auf das berechnete Bakterienvolumen besitzt, modchte: 
wir hier noch ein darauf beziigliches Zahlenbeispiel anftihren. Vo habe sic! 
zu 1.000cem ergeben, das zugesetzte Volumen des Lésungsmittels W hetrag: 
2,50 cem. Fir c¢ folgt aus der kolorimetrischen Ablesung 0,120; hieraus ergibt 
sich fiir V 0.659 cem. Wenn der Wert 0,120 fiir ¢ fehlerhaft und zwar um 
4°, zu hoch ist, so berechnet sich aus dem richtigen Wert 0.115 2 —0.674ceem. 
d. h. eine um 2,3°,, héhere Zahl. Unter den angenommenen Bedingungen. 
welche ungefahr den Verhaltnissen unserer Versuche entsprechen, tibertragt 
sich somit der Fehler der Konzentrationsbestimmung in ungefahr um dit 
Halfte vermindertem MaBe auf das berechnete Volumen. Bei gleich 
bleibenden Werten von V und W werden die Verhaltnisse um sO gunstivel 
je kleiner der Wert von c ist. 

Versucht man nun zu berechnen, wie sich die Fehler der Konzentra- 
tionsbestimmung, der Fillung des Pyknometers, der Temperaturmessung 
und die Wagetehler auf den fiir das spezifische Gewicht erhaltenen Wert 
auswirken werden, so ergibt sich, daB man selbst im ungiinstigsten Falle 
wenn samtliche Abweichungen in der gleichen Richtung liegen hohere 
Schwankungen als um 6 bis 8 Einheiten der dritten Dezimale kaum wird 
erwarten kénnen. 

Bestimmungen des spezifischen Gewichts haben wir ausgefiihrt 
an unserem Laboratoriumsstamme von Bacterium Coli SS, sowie 
an einem Luftcoccus F 6 und den vegetativen Formen und Sporen 
eines Bac. subtilis, die wir dem Hygienischen Institut, Frankfurt a. M., 
verdanken. Die Ergebnisse dieser Bestimmungen sind in den Tabellen | 
bis IV zusammengestellt. 

Die in Tabelle IV mitgeteilten Zahlen bezichen sich auf Auf- 
schwemmungen, welche praktisch ausschlieBlich Sporen enthielten 
Ausgangsmaterial dieser Aufschwemmungen waren dreitagige, bei 37° 
auf WeizengrieBagar gewachsene Kulturen von Heubazillus, welche 
schon von vornherein zum tiberwiegenden Teil aus Sporen bestanden 
Diese konnten von den vegetativen Formen durch fraktionierte Zentri- 
fugierung abgetrennt werden, da sich die kleineren und wenig zu 
\ggregatbildung neigenden Sporen viel langsamer zu Boden setzten 
Wie aus Vergleich von Tabelle IIT und IV zu ersehen ist, ist das spezi- 
fische Gewicht der Sporen nur um 0,010 hoher als dasjenige der vegetativen 
Formen. Den von Almquist beschriebenen groBen Dichteunterschied 
von beiden kénnen wir somit nicht bestdtigen. 
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Tabelle 1. 


Zweitagige Entwicklung auf 


Zimmertemperatur. 


Nah ayatl 





Tem- 

Nr peratur 
4 

rit 19,0 

{2 18.9 

{3 21,0 

MN} 4 00'F 


Bacterium coli 88; zweitagige Entwicklung aut Nahragar bei 3 


Spezitisches Gewicht 


Himoglobinkonzentration umgerechnet 


auf 200 

) 1,25 
1.1272 1,1268 
1,128S 1.1554 
1,1274 1.1278 
1.1541 1.1543 


Tabelle I. 


Mitte 
| 1.1276) 
1.13106] 





Tem- 

Nr peratur 
ae | 

| 5 17,9 

ur}? 

) 18.0 

1\ { 7 20.0 

1s 20.0 


Heubazillus; 18s 


Spezitisches Gewicht 


Hamoglobinkonzentration 


umgerechnet* 


a 1.25 auf 20 
1.0907 1.0899 
1.0998 1.0990 
1,0936 1.0936 


1.0934 1.0954 


Tabelle LIT. 


tiindige Entwicklung auf Na 


I 


Mittel 


1, 944 | 


) . 
+ 1,093 | 
} 


iragal 


wert 


1,094 


hei 


‘ 





Spezifisches Gewicht 





rem- 
Nr. peratur Himoglobinkonzentration uawereshuet* 
04 , 1.25 iuf 20 M : 
-{ 9 20.4 1,1080 11082 | 
\ 110 20.3 1.1079 1.1080 1.1081) 1.102 
yp Jil 194 1.1093 11000 | yal 7° 
112 19.3 1,1024 1,1021 . 
Tabelle 1V. 
Heubazillus-Sporen. 
: Spezitisches Gewicht 
Tem- 
Nr. peratul Himoglobinkonzentration dnieeratinet* 
- “r TT iuf 20! Mittely 
VII 13 17.9 1,1132 1,1124 1.1124 
VIll 14 20,0 1,1154 1,1184 111848 4445 
{15 19,5 1.1102 1,1101 ) 26 
IX 116) 197 1.1172 ‘iin | btt36) 


* Die Umrechnung 


diejenigen einer Kochsalz] 
bei 


nur eine grobe Niherung, 
hiltnismabig geringer Ten 





ist unter der Annahme vorgenommen, dai sich die spezitischer 
Gewichte der Bakterien mit der Temperatur in ungefihr gleichem Verhaltnis andern, wis 
ésung von ahnlicher Dichte. (Eine 20°/sige Kochsalzliisung besitzt 


ist aber wohl berechtigt, da es sich blofi um die Korrektur 


iperaturdifferenzen handelt. 





20° ein spezifisches Gewicht von 1,101.) Eine derartige Annahme bedeutet 


natiirliel 


ver 
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Verinderung des spezifischen Gewichts von Bacterium coli in Rohrzucker- 
lésungen von verschiedener Konzentration. 

Es wurde eine 10 gew.-°,,ige Rohrzuckerlésung in der Fliissigkeit 
hergestellt: die gewaschenen Bakterien wurden in Aufschwemmung 
gebracht und zentrifugiert. In der gleichen zuckerhaltigen Salzlésung 
werden die beiden Hamoglobinlésungen angesetzt, die fiir die Be- 
stimmung gebraucht werden. 

Schon aus der Zeit, die notwendig war, um ein vollstaéndiges Ab- 
setzen mit 3000 Umdrehungen zu erreichen, konnte man_ schlieBen, 
daB die Differenz der spezifischen Gewichte zwischen Fliissigkeit und 
Bakterien kleiner war als in Abwesenheit des Zuckers. In der Tat 
erforderte die Sedimentierung eine lingere Zeit, als der Zéahigkeits- 
zunahme der Fliissigkeit allein entsprochen hatte. Der Versuch selbst 
ergab, daB, waihrend das spezifische Gewicht der Fliissigkeit um 0,040 
gréBer war als bei den friiheren Bestimmungen, das spezifische Gewicht 
der Bakterien nur um 0,008 zugenommen hatte. Um zu untersuchen, 
ob die Zeit bei dieser Verainderung des spezifischen Gewichts der Bakterien 
eine Rolle spielt, wurden die beiden Bakteriensedimente in denselben 
Zentrifugenréhrchen, in denen der Versuch ausgefiihrt worden war, 
24 Stunden lang im Eisschrank belassen: danach wurde der Versuch 
wiederholt. Wir konnten so feststellen, da das spezifische Gewicht 
nun noch um den weiteren Betrag von 0,009 vermehrt war, insgesamt 
also um 0,017. Das Gesamtvolumen der Bakterien in den Sedimenten 
erschien gleichzeitig bedeutend vermindert. Derselbe Versuch wurde 
auch mit einer 18°,igen Rohrzuckerlésung ausgefirhrt. Wahrend hier 
die Fliissigkeit um 0,075 schwerer war, zeigte sich sofort eine Zunahme 
des spezifischen Gewichts der Bakterien um 0,017: nach 3 Tagen Aufent- 
halt im Eisschrank zeigte sich eine weitere Erhéhung um 0,025, ins- 
gesamt betrug sie 0,042. Auch bei diesem Versuch war die Erhéhung 
des spezifischen Gewichts von einer Verminderung des Volumens 
begleitet. Wir glauben deshalb behaupten zu kénnen, daB die Erhéhung 
des spezifischen Gewichts eher mit einem osmotischen Wasserentzug 


Tabelle V. 


Bacterium coli 88 in 10°,iger Rohrzuckerlésung. 





1 2 3 1 2 3 . 
iemmininnties ee See spez. 
- 95 0 Gew. 
Hb 5% ” Pai Hb 1,25 ‘lo pte 
Spezifisches Spezitisches Volumen der Spezitisches Spezitisches | Volumen der a. 
Gewicht der Gewicht der Bakterien Gewicht der Gewicht der Bakterien ‘eae 
Bakterien Fliissigkeit im Sedimente Bakterien Fliissigkeit im Sedimente 
1,0978 1,0590 | 0,583 1,1070 1,0516 0,376 1,102 
24 Stunden im Eisschrank 24 Stunden im EFisschrank 


1,1077 1,0590 0,517 1,1147 1,0516 0,305 1,111 
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Tabelle Vi. 


Bacterium coli S88 in 18°, iger Rohrzuckerlésung. 





l 2 3 l 2 } 

Spez 

Hb 5°, Hb 1,25 Gew 

der 

Spezitisches Spezitisches Volumen der Spezifisches Spezifisches Volumen det a. 
Gewicht der Gewicht der Bakterien Gewicht der Gewicht der Bakterien a 9 

Bakterien Fliissigkeit im Sedimente Bakterien Fliissigkeit im Sedimente ‘ 
1,1099 1,0896 0,922 1.1113 1,0856 0,560 1,111 
3 Tage im Eisschrank 3 Tage im Eisschrank 

1,1351 1,0896 0,872 1,1371 1.0856 0,526 1.136 


Alle Werte sind fiir 20,0° 4,6° korrigiert. 


aus dem Bakterienkérper von seiten der Zuckerlésung in Beziehung 
stand, als daB sie durch den Eintritt von Zucker in den Bakterienkorper 
hervorgerufen ware. Einen Uberblick iiber diese Versuchsergebnisse 
geben auch die Tabellen V und VI. 


Aus der Abnahme der Senkungsgeschwindigkeit in Rohrzucker- 
l6sungen wurden an diesem Institut Riickschliisse auf das spezifische 
Gewicht subvisibler Virusarten gemacht. Nach Analogie der hier mit- 
geteilten Versuche werden sich so zu hohe Werte fiir das spezifische 
Gewicht ergeben. Der Fehler wird aber nur einen kleinen Bruchteil 
der Dichtezunahme des Mediums betragen. 


Zusammenfassung, 

1. Auf Grund eines von MW. Schlesinger angegebenen  Prinzips 
wurde eine Methode ausgearbeitet, welche gestattet, parallel mit der 
Bestimmung des spezifischen Gewichts einer Bakterienaufschwem- 
mung auch das in derselben von den Bakterienleibern  tatsichlich 
eingenommene Volumen zu ermitteln und hieraus das spezifisehe 
Gewicht der Bakterien mit einer Genauigkeit von etwa 0.005 der 
einzelnen Bestimmung zu berechnen. 

2. Mit Hilfe dieser Methode ergab sich im Mitte] das spezifische 
Gewicht von Bacterium coli zu 1,094, eines Luftcoccus zu 1,129 und 
von vegetativen Formen von Bacillus subtilis zu 1,105. Das spezifische 
Gewicht von Subtilissporen ergab sich nur um etwa 0.010 héher als der 
letztgenannte Wert, naimlich zu 1,115. 


3. Bei Erhéhung des spezifischen Gewichts des Suspensionsmittels 
durch Rohrzuckerzusatz um 0,040 nimmt das spezifische Gewicht der 
Bakterien um 0,008, bei Erhéhung um 0.075 um 0.017 zu. Bet mehr- 
tiigiger Einwirkung der Rohrzuckerlésung nimmt das spezifische Gewicht 
starker zu: die gleichzeitig eintretende Volumenabnahme  beweist, 





74 D. Ruffilli. 


daB es sich hierbei zum = groBen Teil um osmotischen Wasserentzu 
handelt. 
‘. Die mikrosko pische Messung fixierter und gefarbter Bakterie) 


ergibt kleinere Werte als die auf gleiche Weise ausgefuhrte Messung 


im nativen Zustand. Das auf Grund unserer Methode der Volumen 
bestimmung in Verbindung mit der Auszaihlung der Bakterien berechnet: 
durchschnittliche Volumen des Kinzelbakteriums ist groper als das aus 
den mikroskopischen Mefergebnissen errechnete. Die Differenz war 
etwa durch Annahme einer etwa 0,10 y dicken, als ,,nicht lésenden 
Raum‘ wirkenden adsorbierten Wasserschicht zu erkliren. 


Meinen besonderen Dank mochte ich auch an dieser Stelle Herr 
Professor Heinrich Bechhold ausdriicken. der mir die Ausfttihrung diese 
Arbeit in seinem Institut gestattete und durch sein stetes Interesse fordert« 
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Die Cyanempfindlichkeit der Atmung verschiedener Gewebsarten. 
\ ne 
Bruno Kiseh. 


Aus der Chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitit 


Gln.) 


(Eingegangen am 30, April 1955.) 


Der Befund von Pixon und ELiliot!, dab die Atmung tierischen 
Gewebes auch bei hoher Blausiurekonzentration nur teilweise durch 
Cyanid gehemmt wird, stand in Widerspruch zu Erfahrungen O. War- 
burgs*. Dieser scheinbare Widerspruch fand seine Klarung dadurch, 
daB Warburg und Alt® zeigen konnten, daB die von Dixon und Liliot 
beobachtete Erscheinung durch die Verwendung von Phosphatpuffern 
in der Nahrlésung bedingt ist, und daB die Atmung der untersuchten 
tierischen Gewebe in carbonatgepufferter Losung durch Blausiure 
inm 100 Konzentration fast véllig gehemmt wird, wenn der angrenzend« 
Gasraum 5°, CO, enthalt. Eine Erklirung der tatsichlichen Beob- 
achtung, daB die Cvanhemmung der Atmung bei Niere, Leber und Milz 
in Phosphatringer unvollkommener ist als in Carbonatringer, wird 
darin gesucht, daB in Phosphatringer das Ferment der Atmung ge- 
schidigt ist unter Hinweis darauf, dal} bei noch stirkerer Schadigung 
des Ferments (PreBsaftgewinnung) die Blausdiurewirkung auf den 
QO,-Verbrauch noch geringer ist*. Eine weitere Behandlung der Frag 
durch Banga, Schneider und Szent Gydrqgyi? ist nicht geeignet zur Klarung 
beizutragen, da die Versuche an zermahlenem Material ausgefiihrt 
sind, die Versuchsergebnisse der Tabelle L sich selbst widersprechen 
und deshalb wenig besagen. 

So ergibt in ihren Versuchen m/1000 Blausaure® bei Herzmuskel in 
Versuch | eine Atemhemmung in Ringer von 2°,,. in Phosphat von 45 
1M. Diron u. K. A.C. Elliot, Biochem. J. 23, 812, 1928. 
> O. Warburg, diese Zeitschr. 231, 493, 1931. 
3H. L, Alt, ebenda 221, 498, 1930. 

40. Warburg, ebenda 201, 486, 1928; vel. auch Pfliigers Arch. 


19, 1914. 
5 J. Banga, L. Schneider u. A. Szent-Gydrqyi, diese Zeitschr. 240. 


454, 1931. 


15s. 
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in Versuch 2 in Ringer von 18°,,. in Phosphat aber eine Atemsteigeruny 
von 13°, und in Versuch 3 in Ringer eine Hemmung von 31°, in Phosphat 
von 32° 

Bei der Eindeutigkeit der Al/fschen Resultate ware eine Wieder- 
holung der Versuche nicht reizvoll gewesen, wenn nicht inzwischen 
ermittelt worden wire', dab Phosphat die Atmung verschiedener 
Gewebe ganz verschieden beeinfluBt, daB die Nierenatmung durch 
Phosphat deutlich gehemmt, die Atmung ganglienreichen Nerven- 
gewebes (Retina) aber ebenso deutlich durch Phosphat  geférdert 
wird! usw. 

Nun schien notwendig, festzustellen, wie Blauséiure auf verschiedene 
tierische Gewebsarten in der gebrauchlichen carbonathaltigen Ringer- 
lésung ohne Glucose oder andere organische Niahrstoffe (0,.9°, NaCl, 
0,023° KCl, 0,012°, CaCl, 0,026°,, NaHCO,), die als Carbonat-NR 
bezeichnet werden soll, wirkt und wie auf verschiedene Gewebsarten 
des gleichen Tieres, wenn das NaHCO, in dieser Lésung durch ein 
Phosphatgemisch ersetzt wurde, dessen Konzentration nach den Er- 
fahrungen einer vorangehenden Mitteilung! zu m 15 gewahlt wurde 
(m 15 PhNR). Das pa der Nahrlésung war in allen Fallen (mit und 
ohne Cyanzusatz) 7,4, die Versuchstemperatur 37°. 

Alle Versuche sind in bekannter Art an Gewebsschnitten mit Werburgs 
manometrischer Methode ausgefiihrt. Es wurden stets die in einer Reihe 
der Tabellen verzeichneten Werte durch gleichzeitige Untersuchung ve1 
schiedener Stiicke des gleich vorbehandelten gleichen Gewebes gewonnen. 
Die Genauigkeit der Methode biuBt natiirlich bei ganz geringer Qo,-GréBe 
etwas ein. Trotzdem scheinen die Ergebnisse eindeutig. 

Als Versuchstiere dienten Ratte, Meerschweinchen, Rind, Schaf, 
Schwein. 

Die Versuche des ersten Teiles dieser Arbeit waren in Atmungs- 
trogen mit Kalilaugeeinsatz zur Absorption der CO, ausgefiihrt worden, 
im Gasraum war O,. Da sich aber nicht nur bei Phosphat-, sondern 
auch bei Carbonatpufferung sowohl eine organspezifisch verschiedene 
Cyanresistenz verschiedener Gewebe ergab, sondern bei Herz und 
Zwerchfell auch bei Carbonatpufferung sehr hohe cyanresistente At- 
mungsreste, wurde im zweiten Teil dieser Arbeit die Untersuchung 
vor allem von Herzkammergewebe und quergestreifter Muskulatur 
auch in der von Warburg angegebenen Weise? ohne CO,-bindende 
Kalilauge mit einem Gasraum, der 5°,, CO, und 95°, O, enthielt, durch- 


gefihrt. 


' Bruno Kisch, diese Zeitschr. 257, 95, 1933; Zeitschr. f. Kreislaufforsch. 


25, 5, 1933. 
2 Die genaue Beschreibung der Methode siehe bei H. A. Arebs in 


C'. Oppenheimer, Die Fermente, 3, 646ff.. V. Aufl., Leipzig 1929. 
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Cyanempfindlichkeit der Atmung verschiedener Gewebsarten. ‘i 


Der dritte Teil der Arbeit behandelt die Frage. inwieweit die 
durch bestimmte Zusitze zur Nahrlésung (Aminosiiure. Zucker, Lac- 
tat usw.) erzielbaren Steigerungen der Atemgr6Be durch Cyanzusatz 
behebbar sind, wahrend die ersten beiden Teile dieser Arbeit grund 
sitzlich jeden organischen Nihrzusatz zur Ringerlésung vermeiden 


Bei der Austiihrung der Untersuchungen bin ich dureh die Mitarbcoit 
der technischen Assistentin Frau E£. Strichbeck sehr unterstiitzt worden. 


Versuchsergebnisse. 
1. Wirkung von NaCN in zusatzfreier Ringerlésung. 


Die Zahlen der Tabelle | lehren tiir Versuche mit CO ,-freiem (Oy)- Gras- 
raum folgendes: 

Die cyanresistente Restatmung ist bei frischem. wie bei gealtertem 
Nierengewebe in m 15 Phosphatringer gréBer als bei Carbonatringer. Als 
Mittelwert von 15 Versuchsreihen betrug die Restatmung bei Zusatz von 
m LOO NaCN,in Prozenten der Atmung in cvanfreier Léosung ausgedriickt 
in Carbonatringer 9.3°,. in Phosphatringer 13,9°,. Der héhere Wert det 
Restatmung in Phosphatringer ist absolut und relativ bedingt, letzteres 


, 


dadurch, dab. wie ich triiher zeigen konnte, die Atmung des Nierengewebes 
in m 15 PhANR deutlich kleiner als in Carbonat-NR ist Bei Nieren von 
Tumorratten war dies auffalligerweise in geringerem Crade der Fall als 
bei denen normaler Tiere. 


Atmungshemmung der Niere durch n lOO NaCNn, 





Restatmung in ‘ 


Tier Versuchs- 
reihen in in 
Carbonat-NR m,15 Phosphat-NR 

Ratte ... S 8,2 15,1 

Tumorratte . 5 11,1 12.6 
Bei Lebergewebe ist dieser Unterschied weniger deutlich. Die Rest 
atmung wurde in der Regel (Ausnahme Versuch 444) auch in Carbonat-NR 
grober als 10°, bei der gewahiten Versuchsanordnung gefunden. Bei 


trischem Lebergewebe ist sie deutlich geringer als bet = gealtertem. 
Auch bei Zwerchfell war die Restatmung sehr viel héher als bei Nieren- 
gewebe und ein Unterschied der Restatmungswerte im Mitte! in PhNR 
und Carbonat-NR kaum vorhanden. 

Am héchsten sind ceteris paribus die Restatmungswerte bei Herz 


kammergewebe. Dies gilt fiir frisches wie fiir auf Eis in Ringerlosung 
gealtertes Gewebe. An diesem Gewebe ist die Cyanresistente Restatmuny 


inm 15 PhNR im Gegensatz zu Nierengewebe kleiner als in Carbonatringer. 

Da m 15 Phosphat den Sauerstoffverbrauch der Rattenherzkammer. 
wie ich schon friiher zeigen konnte (1. ¢.) etwas erhéht, so ist damit auch be 
gleichbleibender, absoluter Héhe der Restatmung schon ihr relatives Ab 
sinken in m 15 PhNR bedingt. Aber die Zahlen det Tabelle lehren, dals 
auch die absoluten Werte der Restat mung bei Herzkammergewehbe ith 
PhNR geringer sind als in Carbonat-NR. Anders wieder liegen die Ver 
hiltnisse bei der Retina, die sich als das cyanempfindlichste aller unte: 
suchten Gewebe erwies. Die Restatmung war bei frischer und bis 24 Std 
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SU b. Kisch: 


(Versuch 190 noch linger) gealterter Retina selbst in m 15 PhNR oft. 
Carbonat-NR meist gleich Null. Die Versuchsresultate (mit Aussehlu 
des an einer 75 Stunden im Bulbus auf Eis gealterten Retina ausgefiilrt: 
Versuch 229) sind aus Tabelle IL zu ersehen. Bei langdauerndem Alte: 
der Retina im uneréffneten Bulbus auf Kis steigt der ¢yvanresistente Aten 
rest an. 


Tabelle Tl. 


Mittelwerte der cyanresistenten Restatmung. 





Zahl der Restatmung in m 100 NaCN im Mitte 
Organ Versuchsreiher 
; sitar in Carbonat NR in m 15 Phosphat NR 

NT Gin de ay eho. Gee 15 9,3 % 

Leber ... ‘ eaten bg 7 16,1 ' 

Zwerchfell . .. pat 5 19,1 ° 

Herzkammer ...... D 43.7 %, 

memes... .«. ane s 13% ; 
Jensen-Sarkom der Ratte 6 5,8 % : 





Aus Tabelle Il geht auBer der Verschiedenheit der Grobe der cya 
resistenten Restatmung in m/15  phosphathaltiger und phosphatfrei 
tingerlOsung die bedeutsame Tatsache hervor, dal’ die GréBe der cyar 
resistenten Restatmung ceteris paribus bei dieser Versuchsanordnung by 
verschiedenen CGewebsarten verschieden ist! und von etwa 0 (Retina) bi 
etwa 50°, (Herzkammer) schwanken kann. Ks erweist sich also auc! 
dem allgemeinen Zellgift Cyan gegeniiber die von mir in letzter Zeit wieder 
holt betonte Spezifitat des chemischen Reaktionsvermégens verschiedene: 
(rewebe*. Untersucht man die Gewebe statt bei m/100 nur bei m L000 
NaCN-Zufuhr, so sind die Unterschiede nicht schart ausgepraigt. Nim 
bei Retina tritt hier besonders deutlich (siehe Tabelle T11]) zutage, dal 
Oobwohl m 15 Phosphat den O,-Verbrauch des Retinagewebes, wie  icl 
schon friiher zeigte, steigert, die cyanresistente Restatmung in m 15 Phnk 
grOBer als in Carbonat-NR ist. Sie betrug im Mittel von fiinf Versuchs 
rethen in Carbonat-NR 3,3°,, in m 15 PhNR 21,7° 

Auch bei dem sehr cyanempftindlichen Jensen-Sarkomgewebe der Ratt 
ist die Restatmung in Phosphatringer bei m, 1000 CN, wie bei m/100 CN 
deutlich gréBer als in Carbonatringer. 


Cyvanresistenter Atemrest in Carbonatringer ohne organischye 
Nahrzusatze bei m 1000 NaCNn. 





Mittel wert Atmungsrest in m 1000 NaCN in 
Organ Versuchszahl i IR 
g in NI 
Yo, : in Carbonatringer | in Phosphatringer 
Wieme ss 4 ss 6 21,3 25,8 27,8 
Leper. ..«s.. 3 10.6 45,5 41,2 
Zwerchfell . . . 2 5,2 53.5 48.8 
Herzkammer. . 1 4.7 51,0 56,2 
Rees .... 5 7,3 3.3 21,7 
Jensen-Sarkom . 2 9,3 10.4 25.4 


' Vgl. Zeitschr. f. Kreislaufforsch., 1. ¢. 
2 Miinch. med. Wochenschr. 1932, S. 1947; Zeitschr. f. Kreislaufforsc! 
25, 5. 1933; diese Zeitschr. 257, 95, 1933. 
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82 B. Kisch: 


? Vergl ich der Wirkung ron NaCUN und KON. 
Da nach eigenen Erftahrungen hohe Kalisalzdosen unter Umstande: 
die CGewebsatmung hemmend beeinflussen kénnen, wurden die erste: 


Versuche ausschlieBlich mit NaCN-Zusatz ausgefiihrt. 

Tabelle LV gibt eine Reihe von Versuchen wieder, bei denen an gleichen 
Material vergleichsweise die Wirkung von m 100 KCN mit der von m Ili 
NaCN aut die Atmung des gleichen Gewebes untersucht wurde. In 
Kinsatz der Trége war KOH zur Absorption der CO, des Gasraume- 

Bei Nieren und Lebergewebe wurde unter den Versuchsbedingunge: 
der Tabelle IV kein sicherer Unterschied der Atmungshemmung durc} 
KCN und NaCN bei dieser Versuchsanordnung ermittelt. Bei Herzkamme 
und Zwerchfell war die Atmungshemmung durch KCN fast stets deutlic! 
groBer als durch NaCN. Bei Jensen-Sarkom der Ratte trat dies auffallige: 
weise nur in Ph NR, nicht in Carbonat-NR zutage. 


Da die im nachsten Abschnitt zu besprechenden Versuche in CO, 
gesattigter Carbonat-NR ein Ahnliches zeitigten, so wurde geschlossen, 
daB die durch m 100 KCL erzielte Atmungshemmung nicht schlechthin a 
emme C yanhe mmung der Atmung zu heurteilen ist. sondern als kombinierts Cya 
In welchen Fallen und Konzentrationen die Kaliwirkunyg 
untersuchen sel 
i 


und Kaliwirkung. 
die Atmung deutlich beeinfluBt, wird erst weiterhin zu 
ebenso ob etwa jahreszeitliche Schwankungen vorliegen, was unsere 
Verlauf von fast 2 Jahren ausgefiihrten Versuche vermuten lassen. 


3. Versuche in Carhonatringer, Gasraum: 93‘ 0, 5% CO.. 

Diese Versuche wurden nach Warburgs Angaben gema8 der me- 
thodischen Zusammenstellung von H.G. Krebs (l.c.)  ausgefiihrt. 
Jede Versuchsreihe bestand aus sechs mit Schnitten des gleichen 


Gewebes beschickten Manometern, von denen paarweise je zwei zur Be 
stimmung des Qo,. und zwar 1. in ecyanfreier Carbonat-NR, 2. in de: 
Lésung + m/1l00 NaCN, 3. in der gleichen Lésung m 100 


gleichen 
Als siebentes wurde ein Thermobarometer mit 


KCN verwendet wurden. 
geschiittelt. 

Die Ratten und Meerschweinchen, deren Organe verwendet wurden. 
waren vor der Tétung (Nackenschlag) wahrend der in den Tabellen an 
gegebenen Zeit niichtern gehalten worden. Die Ringerl6sung enthielt 
zunachst mit Absicht keinerlei Nahrzusatz, wie Glucose usw. 

Uber die Vergleichbarkeit der so gewonnenen drei Werte mégen di 
Zahlen zweier Kontrollversuche belehren, in denen alle sechs Trége cyan 
freie Nahrlésung enthielten. die Werte also theoretisch identische Qo, e! 
geben mubten. 

Versuch 484 und anschlieBend 485 mit 1 bzw. (485) 3 Stunden gealterte: 
Hundeniere. Nahrlésung war bei 484 Carbonat-NR., bei 485 Carbonat-NR 
m 50 Alanin. Es wurde Qo, bestimrot ir 


Versuch 484: Vo, 1s 2. 210, 3, 16:2 


485: Qo, 1. 23,2, 2. 23,4, 3. 22,7 


Man sieht, daB die Werte ganz gut miteinander iibereinstimmen. 
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gleich g , 
eireoh der Atmungshemmung durch m 100 KCN mit der durch m/100 NaCx 
NaC'N. 


Vor 











iche I 
n lo 
In 


ume=> 


unger 
dure} 
mime? 
utlicl 
lliges 


(yar 
rkuny 


r me- 
‘iihrt. 


‘chen 
ir Be 
n det 
m Lo 


‘romiut 


irden., 
Th an 
ithielt 


nm dit 
evan 


Oo, & 


terte! 
it-NI 








1\ 





Cvanemptindlichkeit der Atmung verschiedener Gewebsarten. 83 











¢ = 7. 1 mance L 2 
t. =—L > - nae ead ee ae 
= % ol -- ™ _ a 
2 = = 
o 3 = + to 2 2018 & eae air —7 
* 7 Se = 2 ¢S. SD OD Dm Pe 
a | Ez —clt ce —7 — oa 
7 x <2 DVoN=s- se Toren 
= is en ce i ie oe oe 
~ 
(~- = S. _ 

Sor~rsocs 

~ 


N. 





























ps z <i or an 
= s Eo - -_ 
yA — 

= eel S —-—+I- Sc +ONMNDOEK 
= > * oS T¥ 8 ORY OS Se s 
> vs siti 

| = ZZ. ==  & Se joa = Jo a Be whe oF oho o 
he = km £1 Fa & FAA AABaEABASAAAAA 
b. = Ze z g Shoe ke. = 

= = <M = 27 

= - = " = = _ - 

yA 

Z - _ = 

=i 3 z Sia Per ie. 

= = 4 = 5 e § 

a Zz n % 

nt Sea. RESSSOHFSSFSCOSRFR S&S SHSE 
pe Nw?w.3 need Med | +9719) 0193 non 
r emu,  TTSTSSENSSS eaae 
~ ~ Soe a < Dune A. 
= a 4, — + en Sa = * ~ 

— - ~ . 7. Oe A oe oe 

s E ZA “Odds P ; Ze 

E = 2 = £= DSDOFLODOHS DS a £3 

< = Se <3 fe sé 2:36 

2 Bi 3 E sé ; 

~~ - « _ = 

ry = 1D moss 

- z. OI Of seen 

> - - 








s+ B. Kisch: 


Weiter fiihre ich zwei Kontrollversuche an, bei denen die cyanresistente1 
Atmungsreste mit der gleichen Methode in gleichzeitigen Untersuchungen 
bestimmt wurden. Versuch 497 wurde an 5Stunden auf Eis in NR 
gealterter Meerschweinchenniere in NR m/100 > NaCN  ausgefiihrt 
(zwei Kontrollversuche). Versuch 510 an 4 Stunden auf Eis gealterte: 
Rattenleber, die in NR + m/100 KCN in drei Parallelkontrollen untor- 


sucht wurde. 


Versuch 497 (Niere): Vo, L. 24; 2,3 
510 (Leber): 0, ie 2 


Die Resultate der Tabelle V ergeben nicht geringere cyanresistente 
Atemreste als die Versuche mit Carbonat-NR der Tabelle VY, bei denen 
der Gasraum der Trége durch den Kalilaugeneinsatz CO,-frei gehalten 
wird. 

In Ubereinstimmung mit jenen Versuchen lehrt auch Tabelle V: 

1. Der cyanresistente Atemrest ist in KCN bei Herz- und Zwerchfell! 
geringer als in NaCN, ohne dali die Koeffizienten dieser K-Wirkung bishe 
ermittelt werden konnten. 


2. Bei bestimmten Versuchstieren (Versuch 365, 377, 341, 508) ist der 
evanresistente Atemrest besonders hoch. 

3. Der cyanresistente Atemrest ist auch bei dieser Versuchsanordnung 
bei Herzkammer und quergestreifter Muskulatur (Zwerchfell) besonders hoch 

Alle bisher erwahnten Versuche wurden in einer Nahilésung aus 
gefiihrt, die nur die oben genannten Salze, aber weder Kohlenhydrat noch 
Aminosaéuren oder andere Nahrzusatze enthielt. Es ist auf Grund det 
im dritten Teil ausgefiihrten Versuche anzunehmen, daB dieser Umstand 
fiir die Héhe der cyanresistenten Atemreste sehr wesentlich ist. Auch 
Untersuchungen anderer Autoren (Kuhn und Meyer!, H. A. Krebs*) lassen 
daran denken, dafS§ die in verschiedenen Fallen gefundenen Werte cyan- 
resistenter Atemreste von der Art des vom Gewebe verbrannten Materials 
abhangen. 


Aus diesem Grunde wurde diese Frage gesondert gepriift. 


Cyanresistenter Atemrest bei Zufuhr von m/100 NaCN oder 
m/100 KCN (ohne Versuch 508 und 514). Gasraum 5°, CO, + 95°, Os. 


Nahrlésung Carbonat-NR ohne Glucose. 











Zahl der Mittel wert Cyanresistenter Atemrest in NR 
Organ Versuchs- Yo. in NR ; 
reihen O» + m/100 NaCN +m/100 KCN 

Rattenniere ..... 10 16.8 14,3 % 10,5 % 
Tumorrattenniere . 3 13,6 176% 19,4 ° 

Meerschweinchenniere . 2 8.2 32.8% 7,5% 
Rattenleber ..... 3 93 10,3 °,, 12,4 % 
Rattenzwerchfell 2 4.9 30,2 % 26,7 % 
Rattenherzkammer . . 8 5,8 410% 29.9% 


' R. Kuhn u. K. Meyer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 185, 193, 1929. 
* H. A. Krebs, Klin. Wochenschr. 11, 1744, 1932. 
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86 B. Kisch: 


f. Beemflussung des cyanresistenten Teiles der Atmung durch atmungs 
ste ige rnde Stos fe ; 

Bei den folgenden Versuchsreihen wurden unmittelbar nacheinande: 
je zwei Versuchsreihen des gleichen Materials in je sechs Trégen, eine it 
Carbonat-NR, die andere in Carbonat-NR dem angegebenen Zusatz 
ausgefiithrt. Méglichst wurde bei jeder Versuchsart gewechselt. so daB bei 
einem Versuch die Gewebsatmung zuerst in NR, das andere Mal zuerst it 
NR Zusatz untersucht wurde, um mégliche Einfliisse des Alterns des 
Materials auszuschalten. Alle diese Versuche wurden in Carbonatringe: 
losung, Gasraum 5°, CO, + 95°, O,, ausgefiihrt. Je zwei Trége in jede: 
Versuchsreihe enthielten kein Cyan, zwei m/ 100 NaCN, zwei m 100 KCN, 

Ferner wurde eine Anzahl von Versuchen (Tabelle VI und VII) bei 
CO -freiem Gasraum (Oj) in Versuchsanordnung mit Kalilauge in det 
Naptchen ausgefiihrt, weil hierbei in der gleichen Versuchsreihe an Schnitten 
des gleichen Organs gleichzeitig die Beeinflussung der Atmung durch Cyan 
in zusatzfreier und zusatzhaltiger Nahrlésung an gleichaltem Material 


ermittelt wurden. 

Die letzteren Versuche seien zuerst besprochen, obwohl gegen. sic 
der Einwand unphysiologischer CO,-Spannung der Nahrlésung zu 
erheben ist. 

Die Tabelle VI zeigt Versuche mit den Aminosiuren Alanin, Serin 
und Sarkosin, Tabelle VII solche mit Traubenzucker, Lactat und Pyruvat. 

Als die vorliegenden Untersuchungen bereits im CGange waren, e1 
schien eine sehr bemerkenswerte Arbeit von H. A. Krebs iiber den Stoft- 
wechsel der Aminosaéuren im Tierkérper!, in der der Autor zum Schlusse 
kommt: ,,m/500 Blausiure hemmt also die Sauerstoffiibertragung aut 
Glykose, nicht aber die Sauerstoffiibertragung auf Alanin”. 

Die Versuche unserer Tabellen VI bis VIII erstrecken sich gemiil} 
eigener friiherer Erfahrungen erstens vergleichend auf verschiedene Gewebs 
arten, ferner auf solche Stoffe, die nach eigenen friiheren Untersuchungen 
an dem betreffenden Gewebe besonders deutlich atmungssteigernd gewirkt 
haben (Niere: Alanin, Retina: Sarkosin, Herzkammer: Pyruvat und Lactat ), 
aber auch auf Stoffe, die die Atmung hemmend beeinflussen, wie Pyruvat 
das Nierengewebe. 

Tabelle VI zeigt folgendes: Bei Alaninzusatz zu Niere, Leber, Herz 
kammer, Zwerchfell, Retina und Jensen-Sarkom steigt der cyanresistente 
Atemrest in Chereinstimmung mit der Krebsschen Beobachtung. Auffallend 
ist, daB diese Atemreststeigerung gelegentlich viel gréBer ist als der durch 
das Alanin erzeugte Atemzuwachs in cyanfreier Lésung (z. B. Schweine- 
niere Versuch 401, Rattenleber Versuch 437). In solchen Fallen kann man 
wohl annehmen, da®B die Verbrennung des zugesetzten Alanins andere 
cyanemptindliche Verbrennungen einspart. Bedeutsamer aber scheint die 
Feststellung. daB in der Mehrzahl der Falle nur ein Teil der Atmungssteigerung 
durch Alanin sich cyanresistent erweist. Bei Rattenniere Versuch 423 
steigt Yo, z. B. bei Alaninzusatz von 25,9 auf 44,1, der cyanresistente Atem- 
rest jedoch nur von 2,4 auf 11,9, bei der Meerschweinchenniere 15 steigt 
Qo, von 15,9 auf 22,3, der cyanresistente Atemrest von 2,5 nur auf 4,5. 
ganz dasselbe lehrt Tabelle VIIT mit Versuchen in CO,-haltiger NR. 


' H. A. Krebs, Klin. Wochenschr. 11, 1744, 1932. 
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Cyanempfindlichkeit der Atmung verschiedener Gewebsarten. so 


Das weist darauf . dap ein Teil der Aminosdurenverbrennung im 
Gewebe cyanemptindlich, ein Teil cyanresistent ist. 

Die Erfahrungen mit Serin waren bei Nierengewebe die, dali cyan- 
empfindliche Oxydationssteigerungen durch Serin tiberhaupt nicht sicher 
beobachtet wurden, wohl eher bei Leber, Zwerchfell und Herzkammer. Doch 
sind hier die Atmungssteigerungen durch Serin, wie ich friiher schon zeigte 
(l.¢.), nur gering, die methodische Fehlergrenze daher bedeutsamer. Bei 
Retina war gelegentlich (z. B. Rind Nr. 45) die Steigerung des cyanresistenten 
Atmungsrestes (von 0,6 auf 1,4) vel geringer als die des Qo, durch m 50 
Serin in cyanfreier Lésung (Yo, von 8,2 auf 14,3), hier also auch nur ein 
Teil der durch Serin bedingten Atemsteigerung cyanresistent. 

Auch die Atmungssteigerung durch Serin ist somit auch bei anderen 
Organen als der Niere nur teilweise cynanresistent. 

Auffallig ist die Wirkung von Sarkosin. An der Niere und Leber ist die 
Atmungssteigerung bei CO,-freiem Gasraum gering oder fehlt, beim Jenser- 
Sarkom war sie nachweisbar, bei Retina sehr deutlich. Eine Steigerung 
der cyanresistenten Restatmung fehlte jedoch vdéllig oder war minimal, 
wie bei Rind Nr. 49, bei dem die Steigerung des Qo, durch Sarkosin von 
7.1 auf 13,2 erfolgt, oder bei Rind Nr. 54 (Qo, von 7.8 auf 12,9). 

Die durch Sarkosin an der Retina bewirkte Atemsteigerung erweist sich 
somit, im Gegensatz zu der durch Alanin oder Serin bewirkten, als restlos 
cyanemptindlich. 

Schon friiher (l.c.) war gezeigt worden, daB bei der in Tabelle VII 
angewendeten Methode auf Zusatz von m/100 Glucose die Atmung (Qp.) 
von Ratten- und Meerschweinchenniere (nicht aber von Rinderniere!) eher 
etwas verringert, die von Leber und Zwerchfell nicht merklich, von Herz- 
kammer etwas, von Retina stark gesteigert wird. Eine eindeutige Steigerung 
des cyanresistenten Atemrestes bei Glucosezusatz ist bei der Retina zu 
beobachten, stellt aber nur einen Bruchteil der Atmungssteigerung durch 
Glucose in cyanfreier Lésung dar. 

Ahnlich liegen die Verhaltnisse beim Pyruvat, das vor allem an Herz- 
kammer und Retina atmungssteigernd wirkt, und bei Lactat an diesen 
beiden Organen, wihrend bei der Atmungssteigerung des Zwerchfelles durch 
Lactat keine Erhéhung des cyanresistenten Atemrestes nachweisbar war. 

Bei den hohen Atmungssteigerungen, die Pyruvat an Retina und Herz- 
kammer hervorruft, erweist sich nur ein Teil als cyanresistent. Er ist aber 
gerade fiir die besonders cyanempfindliche Retinaatmung auffallig und 
recht bedeutend. Bemerkenswerterweise steigt auch bei der Ratten- und 
Meerschweinchenniere, deren Atmungsgr6Be durch Brenztraubenséure 
vermindert wird, bei Pyruvatzusatz der cyanresistente Atemrest merklich, 
ebenso beim Jensen-Sarkom der Ratte. 

Weitere Aufschliisse sollten die in beschriebener Weise hauptsachlich 
an Nieren- und Herzkammergewebe in CO,-haltiger Nahrlésung mit 5°,, CO,- 
haltigem angrenzenden Gasraum ausgeftihrten Versuche ergeben. In 
Tabelle VIII und IX bilden je zwei untereinanderstehende Zahlenreihen 
das Resultat eines Gesamtversuchs. 

Im Gegensatz zu den in Tabelle VI und VII zusammengestellten 
Versuchen, bei denen der Gasraum der Trége durch die Lauge im Trog- 
einsatz CO,-frei gehalten wurde, sind die Versuche der Tabelle VIII und IX, 
bei denen gleichzeitig nur drei Bestimmungen mit sechs Trégen ausgefiihrt 
werden konnten, mit dem Fehler behaftet, daB die Versuchsreihe in zusatz- 
freien und die in Zusatz (Alanin usw.) enthaltenden Ringerlésungen nur 
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O4 Bb. Kisch: 


nacheimander ausgefiihrt werden konnten, also mit einem Zeitabstancd 


von I! , bis 2 Stunden. Da auf Verwendung des gleichen Organmateria! 


fiir Je zwei solcher Versuchsrethen Wert zu legen ist, so war also das Materia! 
einer Versuchsreihe gegentiber dem der anderen um 1!) bis 2 Stunden 


janger auf Eis gealtert, somit ungleichwertig. 


Einer Vortauschung hierdurch gestérter Ergebnisse wurde dadurcl 


entgegengearbeitet, das an einem Organ erst der Versuch in zusatzfreier. 
dann der in zusatzhaltiger Ringerl6sung ausgefiihrt wurde, bei dem néachsten 


Versuch gleicher Art zuerst mit zusatzhaltiger und dann mit zusatzfreier 
NR-Lo6sung, wie dies die Protokolle der Tabelle VIET und IX zeigen. Bei 
Nierengewebe ist meist die Qo, - irOBe,. wie friiher eigene Erfahrungen zeigten. 
bei zweistiindigem Lagern auf Eis nicht sehr wesentlich geandert. Ins 
besondere gilt dies, wenn man an gealtertem Nierengewebe arbeitet. Anders 
ist es bei Herzkammergewebe, dessen Atemgr6Be beim langeren Altern 
schnell absinkt. 

Die so ausgefiihrten Versuchsreihen brachten ein Ergebnis. das dem 
der Versuche mit CO,-freiem Gasraum grundsatzlich durchaus entspricht. 

Die Atmungssteigerung, die Alanin an Nierengewebe ber Ratte. Rind 
und Schwein hervorruft, erweist sich nur teilweise als cyanresistent. Nu 
in einem einzigen Falle (Ratte Nr. 85) war diese Alanin-Qo,-Steigerung 
praktisch vollkommen cyanresistent. In allen anderen Versuchen, an Nier 
wie an Herzkammer, erwies sich nur ein Teil der auf Alaninzusatz erzielten 
Steigerung der Atemgr6Be cyanresistent; ein in den einzelnen Versuchen 
wechselnd groBer Teil der Alaninatmungssteigerung wurde durch Cyan 
zusatz aufgehoben. 

Noch deutlicher trat dies bei der Atmungssteigerung durch Sarkosin 
zutage. Zuniachst fiel auf, daB die Atmungssteigerung der Niere durch 
Sarkosin bei der Versuchsanordnung, bei der im Gasraum 5°,, CQOg, ist, 
wesentlich héher gefunden wurde als bei (O,-freiem Gasraum. In drei unter- 
suchten Fallen betrug die Atmungssteigerung durch m 50 Sarkosin 73 
bzw. 69 baw. 52°, der Atmung in zusatzfreier Ringerlésung. In den m/ 100 
Na-cyanhaltigen Lésungen war von dem Qo,-Zuwachs der sarkosinhaltigen 
Nahrlosung nur 0 bzw. 26 bzw. 11°, cyanresistent gefunden worden. 

Andererseits waren die zum Teil sehr betrachtlichen Atemsteigerungen, 
die Glucose und Lactat bei Herz, Lactat bei Leber und Niere hervorriet, 
in einzelnen Fallen restlos cyanempfindlich und durch m l00 NaCN-Zusatz 
zu beheben, in der Mehrzahl der Falle wurde aber trotz des Cyanzusatzes 
eine geringe Atmungssteigerung durch Lactat bewirkt. 

Doch ist nochmals zu betonen, dai der Atmungsabfall des Herzgewebes 
beim Altern die Beurteilung der Versuchsergebnisse der Tabelle VIITT und IX 
sehr erschwert. 

Besprechung der Versuchsergebnisse. 

Die zum Teil hohen cyanresistenten Atemreste in m 100 NaCN- 
haltiger, glucose- und aminosiurefreier Ringerlésung kénnen durch 
verschiedene Koeffizienten bedingt sein. 

Zunachst ist aus der Literatur bekannt, das die katalytische 
Oxydation verschiedener Substanzen durch denselben Katalysator im 


Modellversuch verschieden cyanresistent ist, und bei Mangel organischer 
Nahrstoffe in der Ringerlésung kénnte es fiir die Héhe des cyanresi- 
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stenten Atmungsrestes eine Rolle spielen, welche Substanzen in der Zelle 
durch ihre Oxydation die Sauerstoffzehrung hauptsachlich bedingen. 
Daf dieser Faktor eine Rolle spielt, zeigen die Versuche mit Zusatz 
organischer Nahrstoffe zur Ringerlésung. aus denen sich z. B. ergab, 
daB die Atmungssteigerung der Nierenrinde durch Sarkosin fast restlos, 
die durch Alanin nur zum Teil cyanempfindlich ist. 

Der zweite bedeutsame Koeffizient der Cyvanwirkung ist der Kata- 
lvsator der sauerstoffverbrauchenden chemischen  Prozesse in der 
Zelle. Warburgs Haminferment der Atmung durfte nach seinen und 
seiner Schule Versuchen in normalem Zustand durch entsprechende 
(yvanmengen restlos hemmbar sein. Kame es als einziges Atmungs- 
ferment in Frage, dann ware seine Entartung (z. B. bei Herstellung von 
Organbrei) eine Voraussetzung der dann vorhandenen Cvanresistenz, 
auch wenn Stoffe verbrannt werden, deren katalytische Oxyvdation 
normalerweise cvanempfindlich ist. Daftir sprache unsere Beobachtung, 
daB die cyanresistenten Atemreste bei hochgradigem Altern (vor allem 
bei Retinagewebe) ansteigen. Auch dab die cyanresistenten Atemreste 
in Phosphatringer héher als in Carbonatringer sind, kénnte man so 
deuten, sowie die eigene Feststellung, daB Pyruvatzufuhr zur Niere 
die absolute Héhe des cyanresistenten Atemrestes steigert. 

Andere unserer Beobachtungen lassen sich zwanglos kaum anders 
deuten als mit der Annahme_ verschiedener Atmungskatalysatoren 
in der lebenden Zelle. Schon die Tatsache, da Retina (selbst gealterte) 
und Jensen-Sarkom der Ratte eine sehr cvanempfindliche Atmung 
haben, Zwerchfell und Herzkammern auch in frischem Zustande eine 
sehr cyanresistente, oder da Phosphatzufuhr den cyanresistenten 
Atemwert bei der Retina steigert, bei Herzkammer vermindert, lassen 
auf eine Verschiedenheit der Atmungskatalvsatoren schlieBen, da dieser 
Unterschied auch dann bestehen bleibt, wenn durch Lactat- oder 
Pyruvatzusatz die Oxydationen stark gesteigert ist und damit die Ver- 
brennung verschieden cvanresistenten Brennmaterials als Grund der 
verschieden hohen cyanresistenten Atemreste unwahrscheinlich wird 
Damit soll nicht gesagt sein, daB die oxvdationskatalytisch wirksame 
Wirkgruppe (der Haminbezirk) des Katalvsators in verschiedenen 
Geweben verschieden sein muB, denn die eigenen Versuche an Chinonen 
als Fermentmodell' haben gelehrt, daB die oxydationskatalytische 
Wirkung der Chinone trotz grobatomar gleicher Wirkgruppe vom 
Bau und der Topographie des Restmolekiils des Katalvsators in hohem 
Grade abhangt. 

So kénnte man verstehen, daB auch bei gleichem Verbrennungs- 
material der Oxydationskatalvsator in’ verschiedenen Organen oder 

' Bruno Kisch, Fermenttorschung 18, 433, 1932; Oppenheimers Handb. 
d. Biochem., Erg.-Werk, 1. 563, 1933. 
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bei verschiedenem Zustand des Organs (Altern, Phosphat-, Kali-. 
Pyruvatzufuhr) verschieden cyanresistent ist, auch wenn es sich in 
allen Fallen um einen Haiminkatalysator handeln sollte. 

SchlieBlich legt aber die Feststellung, daB fast niemals bei Niere, 
Leber oder irgend einem Organ durch m/100 NaCN die Atmung in Nahr- 
lésung ohne Zusatz organischen Brennmaterials véllig aufgehoben wird, 
bei frischer Retina aber fast stets, den Gedanken nahe, daB eben doch 
in verschiedenen Organen auBer dem cyanempfindlichen auch ecyan- 
resistente Atmungskatalysatoren eine verschieden groBe Rolle spielen 
Wieweit dies schon normalerweise der Fall ist oder erst bei Cyvanhemmung 
des Haminferments als Nothilfe der Zelle eine Rolle spielt, ist vorlaufig 
nicht zu entscheiden. Die Feststellung, daB gerade bei der sehr cyan- 
empfindlichen Retina Lactat- oder Pyruvatzufuhr oder Glucosezufuhr 
(s. Tabelle VII) die cyanresistenten Atemreste deutlich steigern, abt 
annehmen, da bei reichlichem Angebot brennbaren Materials auch 
andere Oxydationskatalysatoren in Tatigkeit treten kénnen, als vorher 
wirksam waren, und vielleicht ist dies auch je nach der Art der an- 
gebotenen Brennstoffe der Fall. 

SchlieBlich ist noch daran zu denken, daB das Cyan durch Bindung 
in der Zelle oder Nahrlésung unwirksam werden und damit eine Cyan- 
resistenz der Atmung vorgetéuscht werden kann; auf diesen Umstand 
hat vor allem Schechter! in letzter Zeit hingewiesen. DaB dies bei unseren 
Versuchen eine wesentliche Rolle spielt, ist fiir die in zusatzfreier Ringer- 
lésung ausgefiihrten wegen der geringen Gewebemenge (etwa 6 mg 
Trockengewicht) kaum anzunehmen, wiirde also am ehesten bei (m/100) 
kohlenhydrathaltiger Ringerlésung in Frage kommen, aber gerade bei 
diesen Versuchen ist der cyanresistente Atmungsrest gegeniiber den 
Versuchen in alaninhaltigen Lésungen sehr gering. 


Zusammenfassung. 

Die Resistenz der Gewebsatmung gegen m 100 NaCN ist bei 
Herzkammermuskulatur am héchsten, bei ganglienreichem Nerven- 
gewebe (Retina) am geringsten. Dies ist sowohl bei CO,-freiem wie bei 
5°, CO,-haltigem Gasraum der Apparatur der Fall. 

Der cyanresistente Atemrest steigt beim lingeren Altern des 
Gewebes, er ist in Phosphatringer bei den meisten Geweben (auBer 
bei Herzkammer) gréBer als in Carbonatringer. 

Bei Anwendung von m 100 KCN statt NaCN kommt zur Cyan- 
die Kaliwirkung hinzu, was mitunter bedeutsam sein kann und _ be- 
sonders bei Herzkammer und Zwerchfell zutage tritt. 


' M. Schechter, zasammentassend in Med. Welt 7, 267, 1933. 
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Die Atmungssteigerung durch Alaninzufuhr ist nur teilweise 
cyanresistent, teilweise cvanempfindlich. 

Die Atmungssteigerung durch Serin oder Sarkosin war in unseren 
Versuchen fast vollig cyanempfindlich. 

In einzelnen Fallen wird durch Alaninzufuhr vermutlich die cvan- 
empfindliche Verbrennung anderen Materials ecingespart, wodurch 
der cyanresistente Atemrest tibermaiBig wachst. 

Die durch Glucose, Lactat, Pyruvat bedingte Atmungssteigerung 
bei verschiedenen Organen ist ganz oder teilweise cyanempfindlich. 
Bei Retina steigt durch Lactat- und Pyruvatzufuhr der cyanresistente 
Atemrest meist deutlich. 

Obwohl m 50 Pyruvat die Atmung der Nierenrinde deutlich hemmt, 
steigert es die cyanresistente Restatmung. 

Aus den Versuchen wird geschlossen, da die verschiedene Cyan- 
resistenz der Atmung verschiedener Organe 1. von der Art und Menge 
des verbrannten Materials und 2. von Art und Zustand der Oxydations- 
katalysatoren abhangt. Diese diirften in verschiedenen Organen auch 
hei gleicher (Hamin-)Wirkgruppe durch Verschiedenheiten des Rest- 
molekiils verschieden und deshalb verschieden cyanempfindlich sein. 
AuBerdem ist die Funktion anderer als Haimin-Oxydationskatalysatoren 
je nach Art des Gewebes und Art und Menge vorhandenen Brennmaterials 
zu vermuten. 


Biochemische Zeitschrift Band 263. ” 











Chinone als Fermentmodell. 


X. Mitteilung: 


Die Aktivierung der Katalyse oxydativer Aminosaiuredesaminierung durch 
Salze zweiwertiger Kationen. 


Von 
Bruno Kisch. 


(Aus der Chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat 
K6In. ) 


(Eingegangen am 30, April 1955.) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 


Schon bei friiherer Gelegenheit! wurden Beobachtungen mit- 
geteilt, die eine Aktivierung der Chinonkatalyse oxydativer Amino- 
siuredesaminierung durch Salze gewisser Kationen anzeigten. Zunachst 
soll hier iiber genauere Untersuchungen dariiber berichtet werden. 
welchen EinfluB bei unserer Versuchsanordnung Salze ein- und zwei 
wertiger Kationen auf die Katalyse oxydativer Glykokolldesaminierung 
bei Verwendung von Oxyhydrochinon oder Resorcin als Katalysagen 
austiben. 

Die Methode war die bei friiherer Gelegenheit beschriebene* 


In einem Teil der Versuche war in gleich durchlifteter Reihe von 
Ansatzréhrchen bei sonst ganz gleichen Ansaétzen die Menge oder Art des 
Aktivatorzusatzes verandert worden (Tabelle [ und II), in anderen Ver- 
suchen waren alle Ansétze auch beziiglich der Aktivatorart und -menge 
gleich, aber das py der Proben verschieden. In diesen Fallen wurde inner 
halb der gleichen Versuchsreithe stets je eine py-Reihe mit und eine ohm 
Aktivatorzusatz eingestellt, um so das fiir die Aktivierung optimale px 
ermitteln zu kénnen. Alle naheren Einzelheiten der Versuchsanordnung 
sind aus den protokollarischen Angaben der Tabellen und Kurven zu et 
sehen. Wie frither enthielt jeder Ansatz 20 cem, enthaltend m 40 Substrat 
(Glykokoll), m/1000 Katalysagen und die in den Protokollen angegebenen 
Aktivatorkonzentrationen. 


' Bruno Kisch, diese Zeitschr. 242, 21, 1931; Erg.-Werk zu Oppenheimers 
Handb. d. Biochem. 1, 563, 1933. 
2 Derselbe, Fermentforschung 13, 433, 1932. 
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In allen hier mitgeteilten Versuchen verwendete ich als Aktivatorsalze 
nur Chloride. Meist wurde jede Probe einer Reihe in zwei Kontrollproben 
(a und b) ausgefiihrt. 

Bei der Ausfiihrung der Versuche bin ich durch die Mitarbeit des 
Laboranten H. Tenhaejf sehr unterstiitzt worden. 

Versuche iiber den EinfluB verschiedener Anionen und der Salze 
dreiwertiger Kationen auf die gepriiften Katalysen sind noch im Gange. 


Versuchsergebnisse. 

Die Protokolle der mit den Chloriden einwertiger Kationen (Na, 
K, Li) ausgefiihrten Versuche werden nicht wiedergegeben, da sich 
ein férdernder EinfluB auf die NH,-Ausbeute bei unseren Versuchs- 
anordnungen in Konzentrationen bis m 400 der Salze nicht feststellen lieB. 

Anders war es, wenn man Chloride zweiwertiger Kationen zusetzte. 
Tabelle I und II zeigen einige Versuchsprotokolle. 

Man sieht eine Steigerung der Ammoniakausbeute bei Zusatz 
von SrCl,, MgCl, und CaCl, wahrend sie bei Zusatz gleicher Mengen 
von BaCl, fehlt oder sehr gering ist. 

Tabelle I gibt eine Reihe von Versuchen wieder, in denen die opti- 
male Konzentration des Aktivators ermittelt wurde. Diese liegt bei 
unserer Versuchsanordnung fiir MgCl, und CaCl, etwa bei m 500 bis 
m 1000. Die Kurve Abb. 1 und 2 laBt diese Tatsache gut erkennen. Man 
sieht aus Tabelle I auch, daB keine festen Beziehungen zwischen Kata- 
lysagenmenge und optimaler Aktivatorkonzentration bestehen, denn 
die letztere liegt etwa bei m 1000, gleichviel ob der Ansatz m 500, 
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Abb. 1. Abb. 2. 
Glycindesaminierung. Glycindesaminierung. 
Versuch 1: Dauer 21 Stunden, Tempe- Versuch 7: Dauer 16 Stunden, Tempe- 
ratur 40°, pq = 9,1, Boratpuffer, Kata- ratur 40°, py = 9.1, Boratpuffer, Kata- 
lysagen m/1000 Oxyhydrochinon. Gerade lysagen m/1000 Resorcin. Gerade Linie 
Linie Ammoniakausbeute in m 50 cem Ammoniakausbeute in m/50 eem ohne 
NH, ohne Aktivatorzusatz. Kurve Aktivatorzusatz. Kurve m/50 N H,-Aus- 
m/50 NH 3-Ausbeute in cem bei Zusatz beute in cem bei Zusatz der auf der 
der auf der Abszisse angegebenen Abszisse angegebenen Ca Cl.-Konzen- 
Ca Clg-Konzentrationen. trationen. 
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m L000 oder m 2000 Katalvsagen enthalt. Auch ist dieses Wirkungs- 
optimum bei Anwendung von Resorcin als Katalvsagen das gleiche 
wie bei Anwendung von Oxyhydrochinon, und fiir MgCl, etwa das 
gleiche wie fiir CaCl,. 

Auffallend ist die Abnahme der Aktivatorwirkung bei héheren 
Konzentrationen als m/500. 

Tabelle I] und die Abb. 3 bis 7 lehren ferner, da die Aktivator- 
wirkung der verschiedenen Salze zweiwertiger Kationen sehr verschieden 
hochgradig ist. 

In allen Versuchen war bei sonst gleichen Versuchsbedingungen 
die Wirkung von CaCl, die starkste, BaCl, wirkte kaum. Stets erhielt 
man die Wirkungsreihe 

Ba < Sr < Mg < Ca. 

Im iibrigen war die Aktivierung in jenen Versuchen besonders 
deutlich, in denen durch kurze Versuchsdauer, schlechte Durchliftung, 
geringe Katalysagenmenge usw. die NH,-Ausbeute in aktivatorfreien 
Ansitzen gering war, wie in Versuch 8 oder 12 (Tabelle Il) oder Versuch 5, 
7 oder 8 (Tabelle I), in denen die Ausbeutesteigerung durch Aktivator- 
zusatz bis 200°, der Ausbeute der aktivatorfreien Ansatze betrug. 
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Abb. 3. Abb. 4. 
Einfluj} ven m 2000 BaCl, (+-Kurve) auf EinfluB von m/2000 SrCly (+-Kurve) auf 
die Glycindesaminierung. Versuch 12: Kata- die Glycindesaminierung. Versuch 12a: 


lysagen: Oxyhydrochinon, Dauer 16 Stunden, Katalysagen: Oxyhydrochinon. Dauer 
Temperatur 39°, Boratpuffer, Abszisse = py. 19 Stunden, Temperatur 40°, Boratpuffer 


Tabelle I und II zeigen, daB man bei dem besonders stark wirksamen 
CaCl, noch deutliche Steigerungen der N H,-Ausheute bei einem Gehalt 
der Ansaitze von m 50000 CaCl, erhalt. Die wirksame Grenzkonzen- 
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tration liegt bei unseren Versuchen bei MgCl, und CaCl, zwischen 
m 50000 und m 100000, bei SrCl, etwa bei m 20000 bis m 50000 

Abb. 1 und 2 zeigen dies deutlich. 

Besondere Versuchsreihen sollten das optimale py der Aktivator- 
wirkung ermitteln. 

Abb. 3 bis 7 geben typische Kurvenbeispiele, die die Wiedergabe 
aller Einzelversuche iiberfliissig machen. 

Die gestrichelten o-Kurven geben die Kurve der pyg-Abhangigkeit 
der NH,-Ausbeute der aktivatorfreien Ansatze wieder. die ausgezogenen 
+--Kurven stellen die NH,-Ausbeuten der im gleichen Versuch eingestellten 
Ansitze von gleichem py mit dem angebenen Aktivatorzusatz dar. 
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Abb. 5. Abb. 6. Abb. 7 


EinfluB von m 2000 
MgCl, (+-Kurve) auf die 
Glycindesaminierung. 
Versuch 13: Katalysagen 
Oxyhydrochinon. Dauer 
42 Stunden, Temperatur 
40°, Boratpuffer. 


Eintlaf von m 2000 CaCl, 
(+-Kurve) auf die Gly- 
cindesaminierung. Ver- 
such 10: Katalysagen 
Oxyhydrochinon. Dauer 
19 Stunden, Temperatur 
40°, Boratpuffer. 


Einflu5 von m/2000 Ca Cl, 

(+-Kurve) auf die Gly- 

cindesaminierung. Ver- 

such 5: Katalysagen 
Resorcin 

Dauer 14 Stunden, Tem- 

peratur 409, Boratpuffer. 


Aus Abb. 3 ersieht man gut die véllige Wirkungslosigkeit eines 
Zusatzes von m/2000 BaCl,. Der Verlauf der ©- und der +-Kurve 
dieser Abbildung ist innerhalb der Versuchsfehlergrenze identisch. 
Bei Abb. 4 sieht man die, wenn auch nicht sehr starke, so doch immerhin 
deutliche Aktivierung der Katalyse durch m 2000 SrCl,. Bei pu 7 
und 8 tritt sie noch nicht zutage, erst bei px 9, 10 und 11, um in noch 
alkalischerem Medium wieder zu verschwinden. Grundsatzlich ahnlich, 
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aber viel starker ist die aktivierende Wirkung von m 2000 MgCl, 
(Abb. 5) und CaCl, (Abb. 6). Nur ist die aktivierende Wirkung von 
MgCl, und CaCl, schon bei px 8 sehr deutlich. 

SchlieBlich zeigt Abb. 7 die Kurven eines Versuchs, bei dem nicht 
Oxyhydrochinon, sondern Resorcin als Katalvsagen verwendet wurde 

In einer friiheren Mitteilung! konnte ich zeigen, daB Resorcin 
als Katalysagen oxydativer Aminosduredesaminierung erst bei einem 
pu des Ansatzes, das hoher als 8 ist, deutlich zu wirken beginnt und sein 
Wirkungsoptimum bei etwa px ll hat. Diese Angaben werden durch 
die Kurve Abb. 7 neuerlich bestatigt, zugleich aber gezeigt, dab die 
aktivierende Wirkung des CaCl,, die sich bei Verwendung von Oxy- 
hydrochinon als Katalysagen schon bei py = 8 sehr deutlich nachweisen 
laBt, bei Resorcin erst dann (pu 9 bis 11) geltend macht, wenn die 
katalytische Resorcinwirkung zutage tritt. Die Kurve mag im Vergleich 
mit Abb. 6 zugleich (fiir px 8) als Beispiel der hier nicht angefiihrten 
Kontrollversuche angesehen werden, die zeigen, daB CaCl, tatsachlich 
nur die Katalysatorwirkung aktiviert und nicht etwa selbst einen Einfluss 
auf die Ammoniakausbeute hat. 

Auffallig ist die immer wieder ermittelte Wirkungsreihe 

Ba < Sr < Mg < Ca. 


Sie stimmt weder mit der Stellung der Elemente im System (Mg—-Ca—Sr 

Ba) iiberein, noch mit der Wirkungsreihe, die ich in Tierversuchen 
am Froschherzen beziiglich chronotroper und inotroper Wirksamkeit 
ermitteln konnte? (Mg<-Sr< Ca< Ba). 

Uber die Mechanik der Katalysenaktivierung durch die Salze 
zweiwertiger Kationen kann zunichst noch nichts gesagt werden. 
Ein Einflu8 der Erdalkalisalze auf das py des Ansatzes spielt wohl 
keine Rolle hierbei, denn das py wurde stets genau gleich eingestellt, 
freilich zu Versuchsbeginn. Ob das bekannte Ammoniakadditions- 
vermégen der Halogensalze der Erdalkalien bei der Aktivierung der 
katalytischen Desaminierung von Aminosiuren eine Rolle spielt, 
ist zunachst nicht zu entscheiden, wird aber durch das Konzentrations- 
optimum von m 1000 bis m/500 fiir MgCl, und CaCl, und das Absinken 
der NH,-Ausbeute bei héheren Konzentrationen des Aktivators nicht 
sehr wahrscheinlich. 

Jedenfalls decken die ermittelten Einfliisse der Salze zweiwertiger 
Kationen eine neue auffillige Ahnlichkeit der oxydativen Aminosaure- 
desaminierung durch unsere Katalysagene mit echten Ferment- 
prozessen auf. 


1 Bruno Kisch, diese Zeitschr. 249, 63, 1932. 
2 Derselbe, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 124, 210, 1927; 148, 140, 
150, 1930. 
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Bei Fermentprozessen pflegt man Einfliisse der Salze zweiwertiger 
Kationen meist kolloidchemisch zu deuten. Unsere Versuchsergebniss« 
zeigen, da solche Deutungen nicht immer zutreffend sein diirften 


Zusammenfassung. 

Es wird der EinfluB von Salzen ein- und zweiwertiger Kationen 
auf die nach friiher beschriebener Methode untersuchte Katalyss 
oxvdativer Aminosduredesaminierung ermittelt. 

Als Substrat wurde Glycin, als Katalysagen Oxyvhydrochinon 
oder Resorecin verwendet. 

Die Chloride von Na, K, Li und Tl waren ohne Wirkung auf di 
Ammoniakausbeute, minimal wirksam war das Ba. 

Durch die anderen Erdalkalichloride wurde die Ammoniakausbeute 
stark (bis um 200°.) gesteigert, wobei stets die Wirkungsreihe 


Ba-Sr< Mg< Ca 
festzustellen war. 

Die optimale Aktivatorkonzentration von MglC, und CaCl, in 
unseren Versuchen war etwa m 1000 bis m 500, das optimale py fiir 
SrCl,. MgCl, und CaCl, etwa 9 bis 11. 

Beziiglich der Mechanik der untersuchten Aktivatorwirkung wird 
eine Rolle des Ammoniakadditionsvermégens der Erdalkalihalogenide 
zu erwagen sein. Fiir eine kolloidchemische Mechanik liegen keinerlei 
Anhaltspunkte vor. Dies diirfte auch fiir die Deutung der Beeinflussung 
von Fermentprozessen durch Salze zweiwertiger Kationen bemerkens- 


wert sein. 











Pr 
od 
im 
ha 
ko. 
Ma 
Bil 


tine 
sch 
niu 
gur 
dies 


190 





rtiger 


mnisse 


rften 


ionen 


alyse 
1inon 
f dis 


ye ute 


I, in 
x fiir 


wird 
snide 
ier lei 
sung 


cens- 














Biochemische Umbildung der Ameisensiure 
durch Schimmelpilze und Chemismus dieses Vorganges. 


Von 
T. Chrzaszez und M. Zakomorny. 


Aus dem Institut fiir Landwirtschaftliche Technologie der Universitat in 
Poznan mit Unterstiitzung durch die Naukowa Organizacja Gorzelnictwa. 


(Eingeqangen am 3, Mat 1933.) 


Der Umstand, daB von uns in Nahrlésungen von Schimmelpilz- 
kulturen auf Fumarsiuresalzen als einziger Kohlenstoffquelle Glyoxal-, 
Ameisen-, Oxal- und Kohlensaure festgestellt wurden, machte es uns 
méglich, auf den Weg der biochemischen Umbildung der Fumarsiure 
hinzuweisen!. Besonders interessant und fiir die Prozesse der Zucker- 
umbildung durch den lebenden Organismus wichtig war die Tatsache 
der Anhaiufung der Ameisensiure durch Schimmelpilze bei gleich- 
zeitiger Anhaufung von Kohlen- und Oxalsaure, von letzterer allerdings 
mitunter nur spurenweise. 

Die Ameisensiure gehért zu den Produkten, die bei biochemischen 
Prozessen sehr haufig angetroffen werden. Sie wird von Bakterien 
oder Hefen gebildet, sie ist ferner in verschiedenen Honigarten, schlieBlich 
im Organismus héherer Pflanzen und Tiere festgestellt. Trotz des so 
haufigen Antreffens der Ameisensaure bei verschiedenartigen Prozessen 
konnte man jedoch bisher nicht hinreichend klar feststellen, welches 
Material bei der biochemischen Zuckerumbildung zu ihrer unmittelbaren 
Bildung dient, ferner, wie es mit ihrer weiteren Umbildung bestellt ist. 

Als erster versuchte Thomas? diese Probleme naher zu untersuchen 
und stellte fest, daB auf die Bildung von Ameisensaéure wahrend der alkoholi 
schen Hefegaérung Stickstoffverbindungen, insbesondere Harnstotf, Ammo 
niumcarbonat. Acetamid und Ammoniumsalze der Bernsteinsaure emen 
giinstigen EinfluB ausiiben. Spater behauptete E/rlich®, dab die Bildung 
dieser Saure mit der Desaminierung von Aminoséuren in Verbindung 


1 T. Chrzaszcz u. M.Zakomorny, diese Zeitschr. 269, 156, 1932. 

2 P. Thomas, C.r. 186. 1015, 1908. 

3 F. Ehrlich, diese Zeitschr. 2, 52, 1907; 18. 391, 1909; Ber. 40, 1627. 
1907. 
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stehe; indem er sich auf die wohlbekannte, rein chemische Spaltung de 
Milchséure unter dem EinfluB von Schwefelséure in Acetaldehyd und 
Ameisensaure (CH,. CHOH . COOH H .COOH + CH,.CHO) stiitzte, 
ferner auf die Entstehung von Fuselélen wahrend der Alkoholgarung, 
nahm er an, da8 die Bildung von Ameisenséure aus Leucin iiber Leucin 
siure zu Valeraldehyd vor sich gehe [(CH,).: CH . CH, . CHNH,. COOH 
— (CH). : CH . CH, . CHOH . COOH — (CH3),:CH . CH, . CHO 
+ HCOOH). Nach der Ansicht dieses Forschers kénnte ein weiteres 
Ausgangsprodukt fiir die Bildung von Ameisenséure auch Aminobernstein- 
saiure sein. Schade! gibt der Vermutung Ausdruck, da die Ameisenséure 
sich aus Oxyséuren bilde und daB aus Milchsiure wahrend der Géarung 
Ameisensiure und Acetaldehyd entstehen und durch die Reduktion des 
Acetaldehyds Athylalkohol und Kohlendioxyd gebildet werden. Eine 
derartige Erklarung tibernehmen dann spater Franzen und Steppuhn* 
und geben der Meinung Ausdruck, da Ameisenséure weder ein zufalliges 
noch ein Nebenprodukt der alkoholischen Hefegérung, sondern daB sie 
ein normales Produkt der Zuckerumbildung durch Hefen ist, daB ihre 
Menge von derjenigen des gebildeten Athylalkohols abhangig ist, und dab 
die Ameisenséiure der Hefegéirung unterliegt. Die Untersuchungen von 
Buchner und Meisenheimer*® bestatigen nicht, daB Acetaldehyd durch 
Ameisensaure auf biochemischem Wege zu Athylalkohol reduziert werden 
kann. Neuberg und Kerb4 konnten keinerlei Anhaltspunkte fiir die Be- 
teiligung der Ameisenséure am eigentlichen Garungsvorgang finden. Was 
die Fahigkeit verschiedener Hefen und Dauerhefenpraparate betrifft. 
Ameisensaéure anzugreifen, so war diese Erscheinung schon vorher durch 
Neuberg und Tir® festgestellt. Steppuhn und Schellbach® geben sich in 
umfangreichen Untersuchungen iiber Ameisensiure im Tierkérper Miihe 
zu beweisen, daB der Zucker tiber Ameisenséiure abgebaut wird und dab 
ihr Vorkommen im Organismus in lediglich geringer Menge dadurch sich 
erklart, daB sie leicht einer weiteren Zersetzung zu CO, und H,O unterliegt. 
Stoklasa? erklarte die Gegenwart von Ameisensaure im Tierkérper durch 
den Zuckerabbau iiber Milchsiéure. Heimrod und Levene® bemiihten sich, 
die Entstehung der Ameisensaure auf chemischem Wege zu erklaren. Indem 
sie die in dieser Richtung durchgefiihrten Untersuchungen von Denis® 
nachpriifen, gelangen sie zu der SchluBfolgerung, daB sowohl Acetaldehyd 
als auch Glykol- und Glyoxalséure bei vorsichtiger Oxydation Ameisen- 
sdéure und nur in gewissen Oxydationsbedingungen teilweise auch Oxalsaure 
geben. Pohl, Eppinger™, Dakin? stellen fest, daB bei einer Fiitterung mit 
Glyoxalsiure sich beim Hunde die Menge der im Harn ausgeschiedenen 


! H. Schade, diese Zeitschr. 7, 299, 1908. 

* H. Franzen u. O. Steppuhn, Zeitschr. f. physiol. Chem. 77, 129, 1912. 
E. Buchner u. J. Meisenheimer, Ber. 48, 1773, 1910. 

C. Neuberg u. J. Kerb, Zeitschr. f. Garungsphys. 1, 114, 1912. 

C. Neuberg u. Tir, diese Zeitschr. 32, 323, 1911. 


O. Steppuhn u. H. Schellbach, Zeitschr. f. physiol. Chem. 80, 274, 1912. 
J. Stoklasa, Ber. 36, 4058, 1906. 

W. Heimrod u. P. A. Levene, diese Zeitschr. 29, 31, 1910. 

Denis, Amer. Chem. J. 88, 561, 1907. 

10 Pohl, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 37, 417, 1894. 

11 Eppinger, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 6, 287, 1895. 

H. D. Dakin, J. of biol. Chem. 3, 1, 1907. 
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Oxalsdure vergréBert, woraus sie folgern, daB im tierischen Organismus 
Glyoxalsaure zu Oxalsaiure oxydiert wird. Haas! teilt diese Anschauungen 
nicht. Das normale Produkt, welches er bei der Lebertatigkeit feststellte. 
war lediglich Ameisenséure und dazu in betrachtlicher Menge, was daraut 
hinweisen wurde, da das normale Produkt der Oxydation von Clyoxal 
siure im Organismus Ameisensaure sein wiirde. Franzen und Mitarbeiter? 
weisen nach, daB zahlreiche Bakterien neben anderen Produkten auch 
Ameisensaure bilden, die jedoch durch diese Bakterien weiter verbraucht 
werden kann. C. Neuberg*® stellte die Entstehung von Ameisensaure bei 
der Faulnis von Brenztraubensaure fest und vermutete, da®B sie vielleicht 
einer Reduktion der Kohlenséure durch abgespaltenen Wasserstoff in 
statu nascendi ihre Entstehung verdanke, oder daB man die Bildung von 
Ameisenséure und Essigsiure aus Brenztraubenséure auch als eine hydro- 
klastische Reaktion im Sinne der Formulierung: 
CH;.CO} + OH = CH;.COOH + HCOOH 
COOH H 


ansehen kann. Beachtenswert ist die Tatsache, daB Grey* durch Bact. coli 
commune solche Bedingungen der Glucosegirung schaffen konnte, dab 
er anstatt Athylalkohol als Endprodukt Ameisenséure und Kohlendioxyd 
erhielt. Weiter stellten Siebung und Vitenese® bei der Untersuchung des 
biochemischen Verhaltens von Glykolséure in menschlichen Organen fest, 
daB aus dieser Saure Glyoxalséiure, Ameisensiure und Formaldehyd ent- 
stehen. Was den Mechanismus dieser Umbildung betrifft, vermuten die 
Autoren die Entstehung von Methylformiat als Zwischenprodukt der 
Umbildung von Glykolséure zu Ameisensaéure, die weiterhin in Oxal- 
siure tibergehen kann: (CH,OH . COOH — HOC . COOH -—+ OCHO 
+> HCOOCH, — HCOOH - COOH . COOH). Wieland und Léven- 
skidld® stellten bei kritischen Versuchen tiber die Thunbergsche Theorie 
der Kohlensaéureassimilation fest, daB Glyoxalséure direkt zu Ameisensiiure 
und CO, gema®B der Reaktion: HOOC .CHO + CO, + HCOOH oxydiert. 
Zu einem analogen Ergebnis gelangen Hatcher und Mitarbeiter? bei der 
Oxydierung der Glyoxalsiure durch Wasserstoffsuperoxyd.  Wichtig ist 
die Feststellung obiger Autoren, daB bei der Oxydation von Essig-, Glykol-, 
Glyoxal- und Ameisensiure die Reaktion der direkten Oxydierung der 
Glyoxalsiure zu Ameisenséiure am schnellsten verlauft: CHO . COOH 

H,0O, = CO, + H,O + HCOOH. Evans und Cornthweite® gelangen aut 
Grund ihrer Untersuchungen iiber den Oxydationsmechanismus von Kohlen- 
wasserstoffen zur SchluBfolgerung, nach der Ameisenséure als Dissoziations- 
produkt des Brenztraubenaldehyds (in Acetaldehyd und CO,) angesehen 
wird. SechlieBlich weisen Goldschmidt, Askenazy und Pierros® aut Crund 


1}. Haas, diese Zeitschr. 46, 296, 1912. 

2 H. Franzen u. Mitarbeiter, Zeitschr. f. physiol. Chem. 64, 169, 1910; 
om, 177, 1902; ua. 

3 (. Neuberg, diese Zeitschr. 67, 90, 1914. 

4 BE. Grey, Proc. Roy. Soc. 108, 312, 1918. 

5 EB. Siebung u. K. Vitenese, Zeitschr. f. physiol. Chem. 108, 207, 1919. 

6 H. Wieland u. H. Lévenskiéld, Liebigs Ann. 486, 229, 1924. 

7 W. Hatcher u. G. Holden, Proc. Trans. Soc. Roy. Canada 19, 11, 1925; 
W. Hatcher, G. Holden u. F. Toode, ebenda 20, 399, 1926. 

8 W. Evans u. W. Cornthweite, J. Amer. Chem. Soc. 50, 486, 1928. 

® S. Goldschmidt, P. Askenazy u. S. Pierros, Ber. 61, 223, 1928. 
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umfangreicher Untersuchungen tiber die Glykolséure darauf hin, da 
deren Oxydation tiber Glyoxalsaure zur Ameisen- und Oxalsaure fiihrt 
gemaB der Reaktion: 

> (COOH), 


CH, (OH).COOH > OC(H). COOH —> HCOOH. 
Aus dem angettihrten Schema ersehen wir, daBb die Autoren die Méglichkei: 
vermuten, daB die gebildete Oxalsiure in Ameisenséiure verwandelt wird 

Aus der angefiihrten Literaturiibersicht geht hervor, daB div 
Bildung von Ameisensiure beim biochemischen Abbau der Kohlen- 
wasserstoffe verschieden gedeutet wird und da auf verschiedenartiges 
Material als Ausgangsstoff fiir ihre Bildung hingewiesen wird. 

Nach unseren Untersuchungen uber die biochemische Zucker 
umbildung durch Schimmelpilze und eigentlich tiber die Umbildung 
der Fumarsaure (1. ¢.) meinen wir, daB wir ausreichende Beweise dafiir 
geliefert haben, daB das Produkt, aus welchem sich neben Glyoxalsiur 
Ameisensiure bildet, eben die Fumarsiure ist. Wie uns scheint, kénnen 
wir mit aller Bestimmtheit auf die Glyoxalsaiure als dasjenige Zwischen- 
produkt hinweisen, aus welchem Ameisensiure bei biochemischen 
Prozessen entsteht. Vorlaufig noch unklar ist bei dieser Behauptung 
jedoch die Tatsache, daB sich sehr haufig neben Ameisensdure auch 
Oxalsaure bildet, welche eben dadurch im Falle der Entstehung beide: 
Produkte die Frage entstehen ]aBt, welches von diesen beiden Produkten 
das erste ist, so daB es also zu entscheiden wire, ob aus Glyoxalsiure 
Ameisensaure entsteht und in der Folge erst aus dieser Oxalsaure, oder 
ob umgekehrt erst Oxalsiure entsteht und diese dann erst die Vorstufe 
fiir die Bildung der Ameisensaure bildet. 

Um dieses Problem aufzukliren, beschlossen wir, das Verhalten 
verschiedener Schimmelpilzarten einerseits auf Salzen der Ameisensiure, 
andererseits auf solchen der Oxalsiure zu untersuchen. 


Experimentelles. 


Bei den vorliegenden Untersuchungen bedienten wir uns eines Schimme! 
pilzmycels, das vorher auf siiBer Wiirze in analogen Bedingungen heran- 
gezogen war, wie bei den Untersuchungen tiber die Essigséure, bzw. tiber 
den Athvlalkohol!. 


Versuche mit Calciumformiat. 


Die herangeziichtete Pilzdecke wurde mit sterilisiertem destillierten 
Wasser ausgewaschen, und unter sterilen Bedingungen wurden in sechs 
mycelenthaltenden Kolben 1000 cem einer Lésung hinzugegeben, die 
36g ameisensaures Calcium enthielt, in Jedem Kolben waren also davon 
etwa 170 cem enthalten. Dann wurden die Kolben in den Thermostaten 


' TT. Chrzaszcz uu. D. Tiukow, diese Zeitschr. 229, 343, 1930; 7. Chrzaszez, 
D. Tinkow u. M. Zakomorny, ebenda 250, 254, 1932. 
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gestellt und eine Reihe von Tagen hindurch bei ungefaéhr 28°C gehalten 
Schon nach 3, in manchen Fallen sogar nach 2 Tagen, konnte eine weitere 
physiologische Schimmelpilzentwicklung festgestellt werden, wobei sich 
auf der Oberflache und tiberhaupt in der ganzen Mycelmasse eine grobere 
Menge eines Niederschlags anhaufte. der sich analog, wie wir das bei den 
auf Calciumfumarat geziichteten Pilzkulturen beobachteten, als Calcium 
carbonat entpuppte. 


le rsuche mit Pe nicillium etreo-niqrum, 


Die Entwicklungszeit des Pilzes auf Ca-Formiatlésung betrug 9 Tage. 

Der Kolbeninhalt wurde nach Erwarmung auf dem Wasserbad filtriert 
und der Rest auf dem Filter und im Kolben griindlich mit heiBem Wasser 
ausgewaschen. Nach der Trocknung bei einer Temperatur von 95 bis Loo? ¢ 
betrug das Gewicht des ausgewaschenen Mycels zusammen mit dem an 
gehauften Niederschlag von CaCO, 10,87 g. 

Um das Calciumearbonat zu identifizieren, wurde es auf mechanischem 
Wege durch Zerreiben der gesamten Mycelmasse im Mérser erhalten, woraut 
Dekantierung mit Wasser und weitere Reinigung des Niederschlags durch 


Alkohol und Ather folgten. Auf diese Weise wurden 2.8 ¢ reines CaCO 
erhalten, worin der Kalkgehalt folgendermaBen bestimmt wurde: 
0,1648 g Substanz gaben 0,2234¢ CaSO, was 55,.83°, CaO in det 


untersuchten Substanz entspricht, wahrend die Berechnung fiir CaCO 
56,03 °,. CaO ergibt. Die Ergebnisse bestatigen, da’ die untersuchte Sub- 
stanz Calciumecarbonat war. 
Der Rest des Calciumearbonats wurde aus dem zerriebenen Mycel 
durch Behandlung mit verdiinnter Essigséure entfernt. Nach weiterem 
Auswaschen des Mycels mit Wasser und Trocknung bei 95 bis 100°C betrug 
sein Gewicht 6,61 g, so daB in der gegebenen Probe die Gesamtmenge des 
angehauften CaCO, 10,87 6.61 4.26 ¢ betrug. 
Darauf wurde das getrocknete Mycel mit etwa 12°,, Salzséiure behandelt, 
die Saurel6ésung dann abfiltriert und das Mycel sorgfaltig mit Wasser aus 
gewaschen und dann getrocknet. Sein Gewicht betrug 6.2 g. 
Sobald die erhaltene Salzséurel6sung mit Ammoniak neutralisiert 
war, schied sich ein Niederschlag aus, welcher nach weiterer mehrmaliget 
Umkristallisierung aus der Salzséure und nach Auswaschung mit Alkohol 
und Ather die Eigenschaften des Calciumoxalates zeigte. Das Gewicht 
des bei 120 bis 125°C getrockneten Niederschlags betrug 0.1774 g. was 
0,1247 ¢g C,H,O, entspricht. 0,1026¢ dieser Substanz entfarbten nach 
Anséuerung mit H,SO, 14.75cem det K Mn O,-Lésung (leem dieser 
KMnO,-Lésung entspricht 0.00679 g¢ C,H,O,). 
Die Berechnung fiir (,0,Ca ergibt . . . . . . . 15,10cem KMnO, 
Eine zweite Probe von 0,0497 g Substanz entfarbte 7,20 
Nach der Berechnung fiir C,0,Ca ergibt sich. . . . 7,34 

Diese Ergebnisse bestatigen, daB die untersuchte Substanz Calciumoxalat ist. 

Die Lésung in FEssigsaéure, desgleichen die obige LoOsung in Salzsaure 
zeigten bei der Untersuchung auf andere Saéuren, dali erstere nur Calcium 
carbonat und die letztere Calciumoxalat enthielten. 

Das urspriingliche Pilzfiltrat wurde zusammen mit dem Waschwasset 
eingedampft und dann zu 1000 cem erganzt. Die Halfte dieser Fliissigkeit, 
also 500 cem. wurde mit Weinsaure stark angeséuert und der Destillation 
mit Wasserdampf unterworfen, wobei der Destillatdampf durch — eine 
Emulsion von CaCQ, geleitet wurde. Das Gewicht des auf diese Weise 
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erhaltenen Calciumsalzes flichtiger Saéuren betrug nach Trocknung ty 
100 bis 105°C 10,4 ¢; durch Erhaltung von Kalomel wurde diese Substan 
als ameisensaures Calcium identifiziert. Daraus folgt, daB die Gesamtmeny: 
des nichtverbrauchten ameisensauren Calciums 20,8 g betrug. 

Der Rest der Fliissigkeit wurde nach Abdestillierung der fliichtige: 
Sauren einer Extrahierung mit Ather unterworfen; in Ather lésliche Saure: 
wurden jedoch nicht gefunden. 

Die zweite Halfte des urspriinglichen Pilzfiltrates wurde auf Glyoxal! 
siure und eine Reihe anderer, bei unseren friiheren Arbeiten! festgestellte: 
Saéuren untersucht, es wurde jedoch keine einzige von ihnen gefunden. 

Aus den durchgefiihrten Untersuchungen geht hervor, daB P. citreo 
nigrum die Fahigkeit besitzt, Ca-Formiat zu verzehren, wobei neben g« 
ringen Mengen von Oxalsiure hauptsachlich CO, daraus gebildet wird. 

Auf véllig analoge Art wurden Untersuchungen mit einer ganzen Reih¢ 
anderer Schimmelpilzarten durchgefiihrt ; die Ergebnisse sind in Tabelle | 
zusammengestellt. 

Tabelle I. 
Verbrauch und Zersetzung von Ca-Formiat durch Schimmel pil ze 


Nahrlésung: 36g Ca-Formiat in 1000 cem Wasser. 








Ein- ; Der Pilz bildete Der Pilz verbraucht: 
Nr Pilzart wirkungs- nuns ‘eta te |. ae 
— “s dauer *~ siiure CaCO; Formiat Formiat 
Tage g g g g ( 
1 P.citreo-nigrum . 7 6,2 0,1247 4,26 15,2 42.2 
2 iP. Chrzaszezi 7 8.9 0.1245 4,91 17,6 48.9 
3 P. Jenseni 7 7,9 0,0802 2,79 11,4 31,7 
4. P.Thomi. 9 i _ 2,14 14,0 38,9 
lS eee 9 5.7 Spuren 4,76 17,8 49.4 
6  P.aurantiobrune. 7 5,2 — 2,17 16.6 
7 P. Janezewski . 9 4.4 — 3,57 16,3 
8 P.Johanioli. . .. 7 4.3 Spuren 3,62 12.0 
9 | P. aurifluaum 9 43 0.5476) 2,81 16,8 
10) Asp.nigerI. .. 7 7.9 0,3427 5,12 17,9 
11. Asp. nigerII . 7 8,1 0,2115 6,14 20.0 
12 | Asp. niger III . 7 4,1 00,0978 1,15 7,2 
13 || Asp.oryzae... . 7 3,2 — Spuren 1,9 
14. Rhizopus nigricans . 7 3.2 0.1621 2,26 11,4 


Die obige Zusammenstellung zeigt, daB sich alle untersuchten Schimme! 
pilze gut auf ameisensaurem Calcium entwickeln und es leicht verbrauchen, 
mit Ausnahme von Asp. oryzae, welcher kaum 5°, davon verwendete 
wiahrend andere durchschnittlich etwa 41,5°, verzehrten. Das Ca-Formiat 
wird lediglich zu CO, oder zu CO, und Oxalséure verarbeitet, andere Um- 
bildungsprodukte wurden nicht gefunden. Die Menge des verbrauchten 
Formiats sowohl wie auch Qualitét und Quantitat der daraus gebildeten 
Stoffwechselprodukte sind fiir die betreffende Pilzart ein individuelles 
Artmerkmal, sind jedoch weder von Einwirkungsdauer noch vom Mycel- 
gewicht abhangig. 


1 7. Chrzaszez u. D. Tiukow, diese Zeitschr. 218, 73, 1930; 229, 343, 
1930; u.a. 
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Versuche mit Natriumformiat,. 

Die Untersuchungen mit Na-Formiat wurden voéllig analog wie die- 
jenigen mit Ca-Formiat durchgefiihrt. Die Menge des gebildeten Na ,CO, 
wurde durch Titration der urspriinglichen Lésung mit n 10 NaOH gegen 
Phenolphthalein festgestellt. Die Oxalséure war aus der Lésung nach 
Abfiltrieren des Mycels und Entfernung der fliichtigen Saéuren durch 
Extraktion mit Ather gewonnen worden. Die Untersuchungsergebnisse 
sind in der Tabelle If zusammengestellt. 


Tabelle II. 


Verbrauch und Zersetzung von Na-Formiat durch Schimmelpilze. 
Nahrlésung: 25 ¢ Na-Formiat in 1000 cem Wasser. 





Der Pilz verbrauchte Der Pilz bildete 


witnn s- Mycel- _—— ‘ Motueliched 
Nr. Pilzart ITKUNES~ gewicht Na- Na- Oxal- ‘ 
dauer Formiat Formiat siure | N@2003 
Tage g g ‘ £g £ 
1 P.citreo-nigrum . 7 4.6 4.9 196 O1012 117 
2. P. Chrzqszezi . 7 3,2 5,4 21.6 0,0842 = 1,86 
3 Asp. nigerI. : 7 5,3 7.0 28,0 0.1186 2,02 
4 Asp.nigerIII . . 9 2,6 5,2 20,8 1,16 
5 | Asp.oryzae. ... 9 2,1 3,3 13,2 - Spuren 
6 Rhizopus nigricans. 7 2.4 4.0 16,0 Spuren 0,94 


Die obigen Untersuchungen zeigen, das Na-Formiat ein fiir Schimmel- 
pilze weniger geeignetes Material ist als das Calciumsalz. Der Verbrauch 
des Na-Formiats betragt 13 bis 28°,. durchschnittlich etwa 20°,. Als 
Wirkungsprodukte stellten wir entweder ausschlieBlich CO,, oder neben 
CO, geringe Mengen von Oxalséure fest. Andere Umbildungsprodukte 
wurden nicht gefunden. Was die Menge des verbrauchten Na-Formiats, 
ferner der gebildeten Oxal- bzw. Kohlensaéure betrifft, so hangt diese von 
der Pilzart ab und ist deren individuelles Artmerkmal, wie wir dies schon 
beim Verbrauch des Ca-Formiats durch Schimmelpilze feststellten. 


Versuche mit oxalsauren Salzen. 

Im allgemeinen war das Verfahren ahnlich. wie bei den Versuchen mit 
Salzen der Ameisensaéure, nur mit dem Unterschied, daB anstatt Formiat- 
lésung eine solche gegeben wurde, die 20 g¢ oxalsaure Salze auf 1000 cem 
Wasser, auf sechs Kolben verteilt, enthielt. 


Versuche mit Calciumoxralat. 

Die Pilzdecken der Schimmelpilze sanken in der Calciumoxalatfliissig- 
keit auf den Kolbenboden und zeigten im Laufe von 9 Tagen keinerlei 
physiologische Entwicklung. Das Calciumoxalat wurde wahrend dieser 
Zeit nicht im geringsten verbraucht, weshalb diese Untersuchungen nicht 
weitergefiihrt wurden. 

Versuche mit Ammoniumowxalat, 

Der Verlauf der Untersuchungen war ahnlich wie vorher. Die Ameisen- 

siure wurde nach der Methode von Finke! bestimmt und bei jedem Versuch 


1 H. Finke, diese Zeitschr. 51, 257, 1913. 
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eine im Verhaltnis zur Menge der untersuchten Lésung 20- bis 30fache Meng: 
von Destillat erhalten. Bei manchen Versuchen, und zwar bei den mit 
P. Chrzaszezi, P.Thomi, P. aurifluum, Aps. niger | und Asp. niger III. 
wurden die fliichtigen Sauren in freiem Zustande gesammelt, dann mit 
n/10 NaOH neutralisiert, und nach darautfolgendem Abdampten wurd 
die Ameisenséiure durch Erhalten von Kalomel identifiziert. Bei den Ver 
suchen mit den tibrigen Schimmelpilzarten, und zwar: P. Jenseni, P. ,..X° 
P. citreo-nigrum, Asp. niger II, Asp. oryzae und Rhizopus nigricans, 
wurden die fliichtigen Sauren gleichfalls durch Destillation mit Wasser 
dampft bestimmt, der Destillatdampf wurde jedoch durch eine Emulsion 
von CaCO, geleitet und das erhaltene Ca-Salz als ameisensaures Calcium 
identifiziert. Die nicht verbrauchte Oxalsdure wurde durch Ausfallen in 
der Form ihres Ca-Salzes bestimmt. AuBerdem wurde die Anwesenheit 
anderer Sauren untersucht. Das Resultat dieser Untersuchungen haben 
wir in Tabelle II] zusammengestellt. 
Tabelle IIT. 
Verbrauch und Zersetzung von Ammoniumoxalat durch 
Schimmelpilze. 
Nahrlésung: 20g NH,-Oxalat (17,56g¢ C,H,O,) in 1000cem Wasser. 





Der Pilz verbrauchte 


Ein- Mveel- “ Der Pilz 
Nr. Pilzart wirkungs- gewicht || Ovxal- Oxal- bildete 
dauer siure siure Ameisensauré 
Tage £ £ "9 g 
1 P. citreo-nigrum . 7 3,2 1,96 11,2 Spuren 
2 || P.Chrzaszezi ... 7 2,8 1,92 10,9 
3  P.Jenseni .. . 7 2,8 1,74 9,8 — 
4 P.Thomi. 9 3.1 2.14 12,2 Spuren 
5 || P.,x*. . 9 3,9 3,17 18,1 0,0208 
6 P. aurifluum ) 2,9 2,27 12,3 0,0978 
7 Asp.nigerI. . . 7 2,7 2,96 16,9 0,1017 
8 Asp. niger II 7 4,4 2,05 11,6 Spuren 
9 Asp. niger III . 7 3,6 1,78 10,1 — 
10 <Asp.oryzae. ... 9 1,8 1,82 10,3 Spuren 
11 Rhizopus nigricans. 7 2,1 3,12 17,7 0,1476 


Die obigen Untersuchungen zeigen, daB alle Schimmelpilze Ammonium- 
oxalat verbrauchen kénnen, durchschnittlich ungefaéhr 14°, der zur Nahr- 
lésung verwendeten Salzmenge; die Assimilation ist also ziemlich schwer. 
Die Oxalséure verarbeiteten die Pilze zu Kohlendioxyd, welches in den 
vorliegenden Untersuchungen nur qualitativ bestimmt wurde; die meisten 
Pilzarten bilden auch Ameisensaure. 

Schon bei den friiheren Untersuchungen sprachen wir die Ansicht aus, 
daB der Verbrauch von Oxalsaéure von der physiologischen Wirkung des 
Schimmelpilzes abhaingt. Um diese Erscheinung zu bestatigen, bereiteten 
wir auf siiBer Wiirze normal geziichtete Pilzdecken einer Reihe von Schimme!l- 
pilzarten vor und trockneten diese nach sorgfaltigem Auswaschen bei einer 
Temperatur von 30 bis 40°C im Faust-Heim-Apparat. Das trockene Myce! 
wurde dann im Morser zerrieben und eine abgewogene Menge in eine Reihe 
von Kolben mit sterilisierter Ammonium-Oxalatlésung getan. Die Kolben 
wurden darauf eine Reihe von Tagen lang im Thermostaten bei ungefahr 
28°C gehalten. Schon nach 2 bis 3 Tagen konnte Mycelwachstum bemerkt 
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werden. Sobald sich das Mycel aut der ganzen Oberflache der Fliissigkeit 
entwickelt hatte, wurde es zur Untersuchung genommen, von der Fliissig 
keit getrennt und nach sorgfaltiger Ausspiilung bei 35 bis 40°C getrocknet 
und gewogen. 

Die oxalsaure Salzl6sung wurde dann nach der Pilzentwicklung wie 
oben untersucht und die erhaltenen Resultate in Tabelle [IV zusammen 
gestellt. 

Tabelle IV. 
Verbrauch und Zersetzung von Ammoniumoxalat durch 
Schimmel pilze. 


Nahrlésung: 20g NH,-Oxalat (17.56g C,H,O,) in 1000 cem Wasser. 





, Gewicht End- Verbranc : 
; nl des ver- Mycel- gewicht poy h oe 
Ww gs- . wen . cal ss reise a 
Nr. Pilzart cae — “ay zuwachs wots Oxalséure poem . 
Tage £g £ “ g £ 
1 P-.citreo-nigrum. . 14 2.4115 0,7666 3,1781 3,387 19,2) Spuren 
2 || P.Chrazezczi .. . 14 2.6405 0.38607 3,0912 248 14.1 
$ || P.eaurifluum ... 14 2.4516 0.5271 2,9787 2,64 15,0 Spuren 
Asp.nigerI. ... 14 2.7013 90,8532 3.5545 3.41 19.4 0,0965 
§ | Asp.oryzae. .. . 16 2.2477 03971 2.6448 1,97 11,2 — 
6 Rhizopus nigricans. i4 1.2476 1.1270 2.3748 4,02 22,9 0.1017 


Aus den obigen Untersuchungen geht hervor, dafi in Einklang mit 
unseren friher geaéuBerten Ansichten der Verbrauch bzw. die Umbildung 
der Oxalsaéure um so reichlicher vor sich geht, je lebhafter die physiologische 


Entwicklung des Schimmelpilzes ist. Die Menge der verbrauchten Oxal- 
siure verbleibt in einer gewissen Abhangigkeit von dem Gewicht des Mycel 
zuwachses. Bei kriftigerer Entwicklung des Pilzes und demnach auch 


gréBerem Oxalsaéureverbrauch erscheint in den Zersetzungsprodukten 
Ameisensaéure, deren Menge von derjenigen der verbrauchten Oxalsiure 
abhangig ist. Bei schwacher Mycelentwicklung finden wir dagegen keine 
Ameisensaure. 

Diskussion. 

Die Untersuchungen tiber den biochemischen Verbrauch einerseits 
von Ameisensiure, andererseits von Oxalsiure zeigen, das diese Saiuren 
bzw. ihre Salze nicht mit gleicher Leichtigkeit durch Schimmelpilze auf- 
genommen bzw. verarbeitet werden. Oxalsiure ist bedeutend schwerer 
assimilierbar als Ameisenséure. Auf oxalsauren Ca-Salzen zeigten die 
Schimmelpilze im Verlauf von 9 Tagen weder Entwicklung, noch waren 
sie imstande, diese zu verbrauchen. Das Ammoniumsalz der Oxalsiure 
vermochten sie zu verbrauchen und umzubilden, aber nur in schwachem 
MaBe, im Verlauf von 7 bzw. 9 Tagen verbrauchten sie nimlich im 


Mittel ungefahr 14°,,, in den Grenzen von 9,8 bis 18,1°,. und im Verlauf 
von 14 bzw. 16 Tagen verbrauchten sie davon etwa 17°... in den Grenzen 
von 11.2 bis 22.9°,,.. Ameisensaiure in der Form ihres Ca-Salzes wurde 


in dieser Zeit mit einer einzigen Ausnahme bei Asp. orvzae im Mittel 
in einer Menge von ungefihr 41,5°,, verbraucht, waihrend Asp. niger I] 
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in 7 Tagen sogar 55,5°, dieses Salzes verbrauchte. Selbst von dem 
fiir Schimmelpilze wenig geeigneten ameisensauren Na-Salz, bei dem, 
je mehr davon verbraucht wurde, die Nahrlésung durch Entstehung 
von Natriumcarbonat um so alkalischer wurde, wurden im Mitte! 
mehr als 20°, in den Grenzen von 13,2 bis 28°, verbraucht. Wir sehen 
demnach aus Obigem, da} Ameisensiure durch Schimmelpilze leicht 
und schnell verzehrt wird, etwas schwerer nur ausnahmsweise durch 
einige Arten, daB dagegen Oxalsiure wenig und langsam verbraucht 
wird und daB im Falle mangelnder physiologischer Entwicklung de: 
Pilze ein Verbrauch von Oxalsaure tiberhaupt nicht stattfand. 

Bei dem Verbrauch dieser Sauren wird durch viele Schimmelpilze 
nur CQO, gebildet, diese Sauren werden also vollstaindig verbrannt, 
bei anderen auf Ameisensiure kultivierten Schimmelpilzen wurde 
auBerdem Oxalsiure gebildet und bei Oxalsaurekulturen Ameisensiure. 
Andere Produkte der biologischen Umbildung obiger Sauren wurden 
selbst im Falle kraftiger Alkalisierung der Nahrlésung, wie solche beim 
Verbrauch von Na-Formiat stattfand, nicht festgestellt. Daraus folgt. 
daB der normale biologische Vorgang die Verbrennung dieser Séuren 
zu CQ, ist. und daB nur dann, wenn diese Verbrennung auf Schwierig 
keiten st6Bt, eme gewisse Anhéufung der Oxalséiure bei Kulturen auf 
Ameisensiure erfolgt und eine Anhiufung der Ameisensiiure bei Kul- 
turen auf Oxalsiure. Gleichzeitig wird eine gewisse Kohlenstoffmeng« 
dieser Saéiuren als Kohlenstoffquelle fiir die Entwicklung des Pilzmycels 
verbraucht; diese Entwicklung ist auf Ameisensiure sogar tuppig. 

Wenn wir erwagen, in welchen Fallen und bei welchen Schimme!l- 
pilzarten unvollstandige Verbrennung stattfindet, dann finden wir, 
daB die Ursache dafiir bei Ameisensiure eine andere ist als bei Oxal- 
siure. Bei der Ameisensdure finden wir die Neigung zur Oxalséure- 
anhaufung bei den Aspergillusarten, ferner bei Rhizopus nigricans 
und bei den schwach séuernden Penicilliumarten, also bei denjenigen, 
die zur Gruppe der Stiarkebildner gehéren. Ameisensiure dagegen 
erscheint auf Oxalsiure fast ausschlieBlich dann, wenn diese letztere 
starker verbraucht wird, also bei kraftigerer Intensitat dieses biologischen 
Prozesses, obwohl wir auch hier gewisse individuelle Merkmale der 
Pilzarten erblicken kénnen, was vor allem bei Rhizopus nigricans in 
Erscheinung tritt. 

Was die Menge der Ameisen- bzw. Oxalsaure betrifft, die durch 
die auf diesen Sauren geziichteten Schimmelpilze verbraucht wird, so 
ist diese von den individuellen Eigenschaften der gegebenen Organis- 
men abhangig. Auch die Menge der biologischen Umbildungsprodukte 
dieser Sauren ist ein individuelles Merkmal des Pilzes. Besonders 
charakteristisch ist wohl das Verhalten von Aspergillus niger Nr. 1, 2 
und 3, die in botanischer Hinsicht fast identisch sind, die dagegen ihr 
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biologisches Verhalten sehr verschieden akzentuieren. Die einzigs 
Korrelation bemerken wir zwischen angehiufter Carbonatmenge und 
verbrauchter Ameisensiuremenge dort, wo die Schimmelpilze auf den 
Salzen dieser Séure geziichtet wurden. Es zeigt sich, daB um so grébBere 
Mengen von Ameisensiure durch einen gegebenen Schimmelpilz ver- 
braucht wurden, je mehr Carbonat durch ihn angehauft wird. 

Auf Grund der erhaltenen Resultate konnen wir zunachst die Frage 
beantworten, wie die Aufeinanderfolge der Endprodukte der biologischen 
Zuckerumbildung aussieht. Diese Umbildung fiihrt namlich tiber 
Fumarsiure weiter zur Glyoxalsiure, Ameisensiure und = schlieBlich 
zu Kohlendioxyd und Wasser bzw. Wasserstoff. Diese Umbildung ist 
der normale ProzeB und geht in gerader Linie vor sich: 


Zucker — Essigsiure — Fumarsiure — Ameisensiure —- CO, Hy. 


Die Bildung der Oxalsaéure liegt nicht auf dieser geraden Linie 
der Zuckerumbildung zu CO, und Wasser. Dafiir sprechen die ‘Tatsachen, 
daB die Ameisensaure leicht biologisch aufgenommen und verbraucht 
wird, demnach eine reichlich lebhafte Aktivitat besitzt. wobei sie in 
vielen Fallen einer vollstandigen Verbrennung zu CQO, unterliegt. 
Die Oxalsiure, welche in manchen Fallen der Ameisensaéureumbildung 
in geringen Mengen auftritt. mu bereits ein sekundires Produkt sein. 
Wenn dies nicht der Fall ware, wenn der biologische Zuckerumbildungs- 
prozeB tiber Oxalsiure gehen wiirde, um erst dann der Umbildung zu 
Ameisensiure, vielleicht sogar direkt zu CO, und H,O zu unterliegen, 
dann miBbten wir die Begriindung dafiir darin finden kénnen, dab 
Oxalsiure beweglicher, also aktiver ware als Ameisensiure und demnach 
leichter durch den lebenden Organismus verbraucht und umgebildet 
wurde. Es ist jedoch bekannt, da die Oxalsaiure ziemlich schwer der 
Oxydation unterliegt, und auf jeden Fall viel schwieriger als die Ameisen- 
siiure. Ferner zeigen unsere Untersuchungen, da sowohl die physio- 
logische wie auch die hiologische Aufnahme und der Verbrauch der 
Oxalsiure durch Schimmelpilze schwer stattfindet, auf jeden Fall 
erheblich schwerer und langsamer als bei der Ameisensaure 

Die Leichtigkeit der biologischen Umbildung der Ameisensiiure 
zu CO, und Hg, ist schon seit langem festgestellt. Schon Pakes und 
Jollyman* fanden, daB sich bei der Zersetzung von Na-Formiat durch 
Bakterien CO, und H, bildet, infolgedessen sich in der Nahrlésung 
NaHCO, anhaufte. 

Spater fiihrte Omelianski* besondere Untersuchungen mit Bacterium 
formicicum durch, welches eine besondere Fahigkeit besitzt, Na-Formiat 
zu zersetzen, und in diesem Nahrboden Na,CO, anhaufte. Wichtig ist 
hier die Beobachtung, daBb bei Zugabe von Chloroform zur Nahrlosung 


1 W. Pakes u. W. Jollyman, Proc. Chem. Soc. 17, 29, 1901. 
2 W. Omelianski, Centralbl. f. Bakt. 11. Abt.. 11, 177, 256 u. 317. 


Q* 
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diese Zersetzung nicht stattfand; der Autor vermutet deshalb, daB hie: 
nicht etwa eine Funktion der narkotisierten Bakterienleichen, sondern 
eine Zersetzung durch lebende Mikroben vorliegt. Eine weitere Stiitz 
fiir unsere Folgerungen sehen wir in den Untersuchungen von Heimrod: 
und Levene, l.e., die zeigten, daB Glykol- und Glyoxalsaure sich bei vorsichtige: 
Oxydation in Ameisensaure umwandeln, und dab nur bei spezieller Oxydation 
auch Oxalsaéure entsteht. Ferner weisen Walton und Graham! von neuen) 
darauf hin, daB sich Ameisensiure leichter zu CO, und H,O oxydiert als Oxal- 
sdure. Auf die Leichtigkeit, mit der Ameisensiure im tierischen Organismu- 
direkt verbrennt, weisen Steppuhn und Schellbach, 1. ¢., terner Voigt? hin. 

SchlieBlich méchten wir noch darauf hinweisen, da in biologischen 
Prozessen vor allem solehe Verbindungen leichter Umbildung unter- 
liegen, welche an Kohlenstoff gebundene Wasserstoffatome besitzen 
und dehydriert werden. Ovxalsiéiure enthalt diese Wasserstoffatome 
schon nicht mehr und mu demnach in Beziehung auf biologische Um- 
bildungen weiter hinter der Ameisensdiure rangieren. Auf Grund de! 
angefiihrten Einzelheiten wird in biologischen Prozessen die normal: 
Umbildung der Ameisensiure durch folgende Reaktion dargestellt 
werden koénnen: H.COOH 

H.COOH 200, + Hy0. (I 
—2H +0 

In manchen Fallen unterliegt unter dem EinfluB von uns nicht 
niher bekannten Faktoren ein Teil und manchmal die Gesamtmeng: 
der gebildeten Ameisensiure der Dehydrierung, infolgedessen sich Oxal 
siure bildet gemiB der Reaktion: 

H.COOH 
H.COOH = COOH (1) 
—?H COOH. 

Die gebildete Oxalsaure unterliegt nur schwer einer weiteren Umbil- 
dung. Letztere findet unter dem EinfluB physiologischer Faktoren statt. 
nach der Reaktion: 

COOH 
COOH = C0, + H. COOH. (il 

Die gebildete Ameisensiiure kann entweder weiter angehiuft 
bleiben, oder vollstandig verbrannt werden.  Gleichzeitig erklaren 
Reaktion II das Auftreten von Oxalsiure neben Ameisensaiure und 
Reaktion III das Auftreten von Ameisensdure neben Oxalsiure. 

Die oben gegebene Erklirung gestattet es, uns mit der zweiten 
Frage zu befassen: Wo ist bei der biologischen Zuckerumbildung de1 
Platz der Ameisensaéure und aus welchem Material entsteht sie? Wie 
bekannt, bildet sich bei der biologischen Zuckerumbildung auch Ameisen- 
siure. In der Neuhergschen Theorie der Umbildung von Zucker zu 


' J. Walton u. Graham, J. Amer. Chem. Soc. 50, 1641, 1928. 
2 K. Voigt, Zeitschr. f. klin. Med. 109, 227, 1928. 











un 
da’ 


Vol 





3S hier 
ndern 
Stiit ze 


mrods 
htiger 
lation 
leuen) 
Oxal- 
ismu-s 
2 hin 
schen 
inter- 
sitzen 
tome 
Um- 
1 der 
rmale 
stellt 


(I 


nicht 
lenge 
Oxal- 


(1) 


mbil- 
statt. 


(il 
auft 
laren 

und 


eiten 
r del 
Wie 
isen- 


Tr Zu 





Biochem. Umbildung d. Ameisenséiure durch Schimmelpilze usw. 117 


Alkohol ist weder auf den Ort noch auf das Produkt verwiesen, aus 
welchem Ameisensiiure entstehen kénnte. Auch die zweite Phase der 
Zuckerumbildung von Athylalkohol baw. Essigsaiure zu Kohlendiox yd und 
Wasser bietet keinen Hinweis, aus welcher Verbindung und in welchem 
Moment die Ameisensiure entstehen kénnte. Unsere Untersuchungen 
iiber die Fumarsiure zeigten, daB die Schimmelpilze aus dieser reichlich 
Ameisensaure bilden kénnen und daB neben dieser Séure Glyoxalsaure 
vo:nanden ist. Untersuchungen verschiedener Autoren zeigen, dab 
Glvyoxalsaure leicht einer sowohl chemischen als auch biologischen 
Oxydation zu Ameisensiure unterliegt. Gleichzeitig weist die Mehrzah| 
dieser Autoren auf die Glykolsaéure als dasjenige Material hin, aus dem 
sich Glvoxalsaure bildet. Ohne diesen Punkt, der noch einer genaueren 
Aufklirung bedarf, entscheiden zu wollen, haben unsere Untersuchungen 
jedoch bewiesen, dai das Material, aus welchem diese Saure bei der 
hiologischen Zuckerumbildung durch Schimmel pilze entsteht, die Fumar- 
siure ist. Auf diese Weise erlauben unsere Untersuchungen, die hier 
vor sich gehenden Reaktionen in folgendem Schema darzustellen: 


Fumar- Glvoxal- Ameise 
~~. ee >(0, +H 
saure saure saure- oe , 
. (1) 
2 Mol Oxal- Ameisen- 
di ane Jt COs, 
Ameisensaiure sure sure . 


Wenn wir jetzt auf Grund unserer bisherigen Untersuchungen 
unter Beriicksichtigung der Forschungen anderer Autoren die oxy- 
dative Zuckergirung betrachten, dann stellt sich das Bild der hier 
vorkommenden Prozesse folgendermaBen dar: 


Starkesubstanz < Zucker 
v 
Methylglyoxal 


srenztraubenusiure 





> Acetaldehyd 











v 
Athylalkohol > Essigsiure 
v v 
ssigsaure Bernsteinsaure 
v Vv 
Oxal-_ Glyoxal- — Glykol- Fumar- _ Glyoxal- _ Ameisen- , 
: + : > * > CO. + H. 
saure saure saure saure saure saure - 
I Y t 
Nach T. Kk. Walker, ~ Lge. 
V. Subramaniam : Pe Yer oe Resi Oxalsaure 
u. T. Challanc 4a Aptel- “SSigr- 
ullanger lig ™& I ae oe ~» Citronen 
saure saure 
' suure 
v — 
° - 
Oxalessigsiure s 
v & 





Brenztraubensiure 


——— Acetaldehyd 











LLS T. Chrzaszez u. M. Zakomorny 


In obigem Schema finden wir noch eine Reihe von Fragen, welche 
Aufklarung verlangen. Interessant ist unter diesen Problemen dir 
Frage, warum in gewissen Fallen die weitere Umbildung der hier ent 
stehenden Produkte in mehreren Richtungen stattfinden kann. Haupt- 
sichlich betrifft dieses die Fumar-, Oxal- und Ameisensiure. Eine von 
den Ursachen ist die Qualitiét des Nahrbodens', aber dieses eigenartig: 
Verhalten wird dadurch nur in geringem Grade aufgekliart. Es erscheint 
uns moglich, da man eine weitere Erklarung in der Einwirkung de: 
Substanzen ,,Sisto’’ und .,Eleuto’ finden kénnen wird, die von einem 
von uns® sowohl im Pflanzen- als auch im Tierreich entdeckt wurden 
und die durch den Organismus in gleichem MaBe wie andere biologisch« 
Faktoren gebildet werden. Diese Substanzen machen die im Organismus 
befindlichen Enzyme frei oder binden sie und auf diese Weise hemmen 
sie, in anderen Fallen verursachen sie eine kraftige Entwicklung gewisse1 
Prozesse der Produktenumbildung. Wenn wir eine solche einleitende 
Erklarung gelten lassen, so kénnen wir annehmen, da sonst norma! 
verlaufende Umbildungsprozesse in gewissen Fallen, welche vom 
Organismus selbst und von den durch den Organismus gebildeten 
speziellen Substanzen (Sisto bzw. Eleuto) abhangig sind, einen anderen 
Verlauf nehmen als sonst. Wir kénnten in solchem Falle bei diesen 
Organismen einen zweifachen Weg des biologischen ProzeBverlaufe- 
finden, einen normalen und einen solehen, der die Folge von Verschie- 
bungen ist, die durch die Bildung spezieller Substanzen im Organismus 
verursacht sind. Fiir solche Erwaigungen wiirden auch die Beobachtungen 
von Euler? sprechen, daB man je nach der Zusammensetzung des Nahr- 
bodens, auf welchem Mikroorganismen kultiviert werden, auf die Ent- 
stehung und die Menge gewisser Enzyme bei ihnen einen EinfluB® aus- 


iiben kann. 


1 T. Chrzqszez u. D. Tiukow, diese Zeitschr. 218, 73, 1930; 242, 137, 
1931; u.a. 

2 1. Chrzaszcz u. J. Janicki, ebenda 260, 354. 193 

8 H.v. Euler, Zeitschr. f. Elektrochem. 24, 173, 1 


Asarnoj, Fermentforsch. 3, 318, 1920. 
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Uber die chemische Verinderung des Caseins durch das Kochen. 
Von 
Kurt Ballowitz. 
(Aus der Universitats-Kinderklinik Breslau.) 
(Eingegangen am 5, Mai 1935.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


In einer voraufgehenden Arbeit [Aurt Ballowitz (1)| wurde iiber 
physikalisch-chemische Untersuchungen berichtet, die die Veranderung 
des Caseins bei Zusatz kleiner Mengen CaCl, und nachfolgendem Auf- 
kochen zum Gegenstand hatten. Gleichzeitig wurde die Einwirkung 
anderer Kationen auf das Casein untersucht. Es konnte nachgewiesen 
werden, daB die Bindung des Calciums bei Aufkochen in einer Ad- 
sorptionskurve verliuft, deren Sattigungspunkt bei Zusatz von 8 bis 
9 mol. CaCl, im Liter erreicht ist, bei gleichzeitiger quantitativer Fallung 
des Caseins. 

Da die Milch durch ihren hohen Gehalt verschiedenartiger Salze, 
besonders an Phosphaten, ein eindeutig nicht zu beurteilendes System 
darstellt, konnte die Bindung des Calciums an das Casein beim Er- 
hitzen mengenmaBig nicht bestimmt werden. Ist doch schon der 
Losungszustand des Caseins an sich temperaturabhingig, wie Sredherg 
(2) nachweisen konnte, betrigt das Molekulargewicht des Caseins bei 
einer Lésungstemperatur von 40° in reinen Phosphatpuffern Lss8000 
bis 370000, wahrend bei 15° 75000 gemessen werden. Also auch in 
diesen Ca-freien Lésungen findet eine temperaturabhingige Ver- 
ainderung des Caseins statt. Aus diesem Grunde war es erforderlich, 
die Untersuchungen in mehrere gut iibersehbare Einzelreaktionen zu 
zerlegen, wie es bei der von L. Michaelis und S. Marui (3) angegebenen 
Caseinmilch méglich ist. 

Die Herstellung der Milch geschah nach den Angaben von Marui (3); 
der Gesamtphosphatgehalt schwankte zwischen 12 und 14,2 Millimol im 
Liter, die Caseinmenge betrug bei einigen Versuchen mehr als 0.4°,. Der 
Anfangsgehalt des Calciums war 8,5 Millimol im Liter. Die Praparation 
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des Caseins wurde nach der Methode von Baker und van Slyke (4) vor- 
genommen, leider stand mir der von ihnen verwandte elektrische Riihrer 
nicht zur Verfiigung, so daB mit der Hand geriihrt werden mubte. Das 


hierbei erzielte Praparat erwies sich aber auch als brauchbar. 


Um die Untersuchungsergebnisse der kolloidalen Caseinlésung 
richtig beurteilen zu kénnen, war es erforderlich, den EinfluB des Kochens 
erst auf die Einzelbestandteile zu untersuchen. 


Das System Natriumacetat — Phosphat— Caleiumehlorid, | 


Als Voruntersuchung zu den spateren Untersuchungen wurde de1 
EinfluB des Kochens auf den Ca- und P-Gehalt des Niederschlags det 
caseinfreien Lésung untersucht, indem I Stunde nach der Zubereitung 
der sich bildende Niederschlag vor und nach dem Kochen abzentrifugiert 
wurde und in der iiberstehenden Lésung Ca und P bestimmt wurde. Da 
das endgiiltige Lésungsgleichgewicht des Calciumphosphats sich erst nach 
mehreren Tagen einstellt, handelt es sich hier nur um die Fixierung von 
Zwischenstufen, die mit den unten beschriebenen gleichartigen Versuchen 
an caseinhaltigen Lésungen verglichen werden kénnen. Die Ca- und P 
Bewegung der reinen Lésung ist auf Abb. | dargestellt. 

















5 8 
Abb. 1. 
15,5 Ca und P Bewegung im Natriumacetat—Phosphat 
W5 6 Calciumehloridsystem vor und nach dem 
7 Kochen. Zu einzelnen Portionen von 100 cem 
135 5 der Lisung wurden steigende Mengen CaCl» 
gegeben und vor und nach dem Kochen Ca und 
U5 4¥ P nach Abzentrifugieren bestimmt. Abszisse: 
5 3 Caleiumzugabe. Ordinate: Zahlen links Ca- 
Zunahme der Gesamtlésung (Kurve 5), Zahlen 
205 2 rechts Zunahme der abzentrifugierten Lisung 
an Ca vor (1) und nach (3) dem Kochen, an P 
g5 7 vor (2) und nach (4) dem Kochen. Alles in 
Millimol Liter. 
§5 


cs «a © © F F 


Auf Tabeile I sind die fiir den Niederschlag berechneten Zahlen fiir Ca 
und P angegeben. Gleichzeitig mit dem erhéhten Ca-Zusatz nimmt sowohl] 
vor wie hauptsiéchlich nach dem Kochen die Niederschlagsmenge zu. Da 
das Verhialtnis von Ca: P bei sekundéirem Phosphat l, bei tertiarem 
Phosphat 1,5 ist, kann aus den in dem Niederschlag enthaltenden Mengen 
an Ca und P dessen Gehalt an sekundaérem und tertiarem Saiz berechnet 
werden. Wie die Tabelle I zeigt, findet nach dem Kochen eine erhéhte 
Bildung von tertiaérem Salz statt. 


Die Beobachtung., daB nach dem Kochen der Caseinlésung mit CaCl, 
ein groBer Teil des Caleciums weniger diffusibel durch Ultramembranen 
wird, ist also neben der Adsorption an das Casein der starkeren Bildung 
von Calciumphosphat, und zwar, wie die Erhéhung des Quotienten Ca /P 
nach dem Kochen zeigt. von tertiarein Salz zuzuschreiben. Derselbe Vorgang 
besteht bei der natiirlichen Milch. Wie friiher [A. Ballowitz (1), Abb. |! 
und 2] nachgewiesen wurde, verliuft nach vollstandiger Hitzefillung des 
Caseins die Ca-Bindungskurve geradlinig, sie geht jedoch der Linie des 
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Ca-Zusatzes nicht parallel (ebenso wie bei der Labmolke), sondern divergiert 
etwas nach unten. Es handelt sich also auch bei der natiirlichen Mileh 
um die vermehrte Bildung von tertidrem Salz. Wiirde nur sekundires 
Phosphat gebildet. so misBten die beiden Kurven, die des Ca-Zusatzes 
und die der Ca-Bindung, parallel laufen. 


Tabelle I. 


Derselbe Versuch wie Abb. 1. Die Zahlen fiir Ca und P sind auf den Nieder- 
schlag berechnet. 





. : Im Niederschlag ; ? Im Niederschlag 0 \ 
Gesamt-Ca enthalten Gesamt-l enthalten d p 


Vor dem Kochen. 


8.59 8.17 14,90 7,26 1,1 
9.59 9,04 14,00 7,60 1,2 
10.68 9.68 14,00 S44 1,15 
11.77 10,10 14,09 8.90 1.15 
12,86 10,61 14.00 9.18 1,15 
13,95 10.86 14.00 9.40 1.15 
15,04 11.09 14,00 9,52 1.15 
16,13 11.48 14,00 9.68 B. 


Nach dem Kochen. 


8.50 8,50 14,00 7,26 115 
9.59 9.59 14.00 8.06 1,2 
10,68 10.68 14,00 8,72 is 
11.77 11.77 14,09 9.30 1.25 
12.86 12.51 14,00 9,80 1,3 
13,95 13,45 14,00 10.30 1.3 
15,04 14.48 14.00 10,74 1,35 
16,13 15.04 14,00 13.30 1.5 


Die Divergenz dieser beiden Kurven findet also hiermit eine sichere 
Erklarung. Da die zweiwertigen Kationen Ca > Ba > Mg in absteigende: 
Reihe die Hitzefallung des Caseins beschleunigen, muBte noch untersucht 
werden, ob diese Koagulation als Nebenreaktion aufzufassen ist, die dadurch 
zustande kommt, dab eine durch vermehrte Bildung von Phosphat in 
demselben Verhaltnis hervorgerufene Instabilisierung des Systems durch 
diese Kationen die Ausfallung bei Aufkochen hervorruft, oder ob der 
Angriffspunkt der Kationen direkt am EiweiB liegt. Im ersten Falle miibte 
die Fallungskraft von Ca, Ba, Mg zu PO, entsprechend ihrer Fallungsreihe 
abnehmen. Wie Fallungsversuche zeigten, trifft diese Annahme nicht zu. 
Ba fallt das Phosphat am stirksten, Mg. hauptsachlich durch Bildung 
von Carbonophosphat, am schwachsten. Eine Parallelitat beziiglich det 
spezifisch fallenden Kraft der Kationen auf das Casein und ihrer Fallungs- 
kraft mit PO, besteht also nicht, die Reaktion setzt direkt am Eiweif an. 


Die Liésung des Caseins in einem Gemisch von Natriumacetat und 
Natriumphosphat. 
Lést man Casein in den oben angegebenen Mengen in Natriumacetat 
und Phosphat, so bleibt nach vollstandiger Peptisierung eine weiblich- 
blauliche, leicht opaleszierende, in diinnen Schichten durchsichtige Lésung, 
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die in ihrer auberlichen Beschaffenheit durch das Kochen nicht verandert 
wird. Bei der Ultrafiltration vor und nach dem Kochen konnte eine Anderung 
des P- und N-Gehaltes des UJtrafiltrates nicht festgestellt werden. Wie dic 
Abbildung darstellt. findet lediglich eine geringgradige asdorptive Bindung 
von PO; statt, die als Aufladungsvorgang des Eiweibes aufzufassen ist 
und durch das Kochen nicht beeinfluBt wird. Das py zeigt keine Ver- 
anderung nach dem Kochen, die Bestimmung der Gefrierpunktserniedriguny 
ergab eine Differenz von + 0,04° gegeniiber der ungekochten Lésung, mit 
dem Beckmannschen Thermometer gemessen. Auch die spater beschriebenen 
Crerinnungsversuche machen es sehr wahrschemlich, dab keine nennens- 
werte Veranderuny statthat. 


2 5 
| ] Abb. 2. 

Ultrafiltration einer 0,4 °/, ig. 

Caseinlisung bei  steigendem 

Phosphatgehalt nach dem 


Kochen, Abszisse: P O,-Zugabe. 
Ordinate: PO s-Zunahme der 
Gesamtlisung (1) und des Ultra- 
filtrats (2). Alle Zahlen in 
| | | | Millimo] Liter. 








Allerdings deutet das Ergebnis der Gefrierpunktsbestimmung auf eine 
geringgradige Verringerung der Teilchenzahl hin. Es ist méglich, daB dieser 
jefund auf die Beobachtung von Svedberg (2), oder aut Dehydratations 
und Entladungsvorgange zuriickzufiihren ist, die in Ubereinstimmung mit 
Sredbergs Befunden in gewisser Beziehung zu den Ergebnissen der Leit- 
fahigkeitsmessungen stehen, die von Wo. Pauli und Handowski (5) an- 
gestellt wurden. Sie fanden, daB die Leitfahigkeit einer SalzeiweiBlésung 
bedeutend hinter den berechneten Werten fiir & zuriicksteht und kommen 
zu der Annahme, daB der Riickgang der Leitfahigkeit durch Geringerwerden 
der Hydrolyse und Dehydratation des EiweiBes zum Teil durch Uber- 
fiihrung in den amphoteren Zustand zu erklaren ist. Es mui also auch 
bei diesen Versuchen durch das Kochen eine meBbare Dehydratation des 
EiweiBes stattfinden, die Jedoch nicht so gro®B ist, als daB eine chemische 
Veriinderung in Frage kommt. Erst dann, wenn das Kochen zur Aus- 
flockung des EiweiBes fiihrt, kann eine grundlegende Anderung fest- 
gestellt werden. 


Die Caseinmilch. 


Dieselben Versuche, die anfangs bei der caseinfreien Lésung beschrieben 
sind, wurden an der Caseinmilch wiederholt, wobei die Trennung in diffusible 
und nichtdiffusible Anteile mit Hilfe der Methode der Ultrafiltration! 
erfolgte. Wie der Vergleich der Abb. 1 und 3 ergibt, gehen die Kurven der 
ungekochten Lésungen fast parallel, so daB hier keine bedeutende Ver- 
anderung festgestellt werden kann. Nur die Léslichkeit des Caleitumphosphats 
ist in der caseinhaltigen Lésung erhéht. 


' Methodische Angaben siehe AK. Ballowitz (1). 
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Durch das Kochen der Caseinmilch andern sich die Gleichgewichts 
verhaltnisse grundsatzlich. Zeigt das Phosphat auf Abb. 4 ein der Abb. | 
entsprechendes Verhalten, namlich bei fast geradlinigem Verlauf einen 
stiirkeren Abfall der Kurve durch die vermehrte Bildungsgeschwindigkeit 
von Ca-Phosphat, so ist die Ca-Kurve véllig geandert. Nach Zusatz det 
ersten Ca-Anteile sinkt sie ab. bis sie bei einem Minimum an Diffusion- 
vermogen von etwa I Millimol bogentérmig wieder ansteigt. Uber den 
antanglichen Ca-Zusatz hinaus wird also in betrachtlicher Menge das Ca 
gebunden, das Kurvenbild ist, wie es in gleicher Weise schon fiir die natiir- 
liche Milch gezeigt wurde, fiir die Adsorption typisch. 





Abb. 3 Abb. 4. 
Ultrafiltration von ungekochter Casein- Adsorptionskurve von 10 Min, gekochter 
milch. Gesamt-Ca anfangs 8,5 Millimol, * Caseinmileh. Gesamt - Ca anfangs 
Gesamt-P 13,5 Millimol. 1. Verlauf der 8.5 Millimol, Gesamt-P 13,00 Millimol 
Ca-, 2. Verlauf der P-Kurve im Ultra- Kurvenverlauf wie Abb. 3. Ca-Gehalt 
filtrat, 3. Ca-Zusatz. der ungekechten Lésung im Ultrafiltrat 


2.88 Millimol 


Beriicksichtigt man die quantitativen Mengenverhialtnisse, so fallt 
auch hier das starke Diffusionsvermégen des Calciums auf. Bei reinen 
Ca-Phosphatsystemen konnte nach den anfinglichen Zusatzen in der vom 
Niederschlag abzentrifugierten Lésung analytisch kein Calcium nach- 
gewiesen werden, hier ist es zu 1,7 Millimol diffusibel und sinkt dann noch 
weiter ab. 


Tabelle II. 
Ultrafiltration ungekochter Caseinlésung. 
Die Zahlen fiir Ca und P sind fiir die nicht filtrierbaren Anteile hiervon in 
Millimol berechnet. Der Versuch entspricht der Abb. 4. 





Davon nicht Davon nicht Ca 


Gesamt-Ca ultrafiltrierbar Gesamt-P ultrafiltrierbar an 
8,50 6,16 13.5 5,20 1,2 
9,59 6,53 13,5 5,46 1,2 

10,68 7,07 13,5 5,70 1,25 
11,77 7.20 13,5 5,70 1,3 
12.86 7,61 13.5 5.90 1,3 
13,95 8,07 13,5 6,30 1,3 
15,04 8,68 13,5 6,64 1,3 
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Tabelle III. 


Ultrafiltration 10 Minuten gekochter Caseinlésung. 


Wie Tabelle II. Der Versuch entspricht der Abb. 5. Caseingehalt 0,4°,.. 





Gesamt-Ca altrafitt Mma wl Gesamt-P nltrafitt 0 ol siti 5 
8.50 6.80 13,00 6,52 1,05 
9,56 8,26 13.00 7,42 1,1 

10,62 9.37 13.00 8.08 1,15 
11,67 10.40 13,00 8,40 1,25 
12,73 11,13 13,00 8,62 1,3 
13,79 11.97 13.00 8.88 1,35 
14.84 12.96 13.00 9.38 1,35 
15,90 13,32 13.00 9,40 1.4 


In ihrem weiteren Verlaut ahnelt dann die Kurve mehr der auf Abb. | 
dargestellten, wobei hier die absoluten Zahlen um | Millimol héher liegen. 
Da die Ausfallung des Caseins bei diesem Knickpunkt stirker wird 


ginzlich ausgefallt war es erst nach dem fiinften Zusatz —, mub der erste 


Teil der Kurve ausschlieBlich als Kolloidreaktion aufgefaBt werden, nach 
Ausfallung des Caseins ahneln dann die Reaktionsvorgange mehr denen 
reiner Calcium-Phosphatsysteme. 


Tabelle IV. 


Ultrafiltration von 10 Minuten gekochten Caseinlé6sungen mit 
héherem Caseingehalt. 


Zahlen wie Tabelle UL. 





‘ ‘ Hiervon nicht ; Hiervon nicht Ca 
Gesamt-Ca ultrafiltrierbar Gesamt-P ultrafiltrierbar @ P 
0.8 °/, ig. Casein. 

8,50 5,80 14,08 5,20 i3 
9,58 7.65 14,08 6,76 1,1 
10,67 8,76 14,08 6.84 1,25 
11,76 9.59 14,08 7,18 1.3 
12.84 10,42 14,08 7,80 1,3 
13,93 11,17 14,08 8,14 1,35 
15,02 12,13 14,08 8.74 1,4 
16,10 13,86 14,08 8,98 1,5 
2°/,ig. Casein. 

8.50 4,45 14,08 3,17 1,4 
9,58 5,53 14,08 3,92 14 
10,67 6,35 14,08 4.14 1,5 
11,76 7,20 14,08 4,60 1,55 
12,84 7,74 14.08 5,10 1,5 
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Die Berechnung der Ca- und P-Mengen, die nicht diffundieren, ist in 
den Tabellen [1 und ILL durchgefiihrt. Entsprechend der starkeren Diffusion 
des Caleiums durch die Membran bei Vorhandensein von Casein sind die 
nicht ultrafiltrierbaren Anteile von Ca und P geringer. In ihrem Verhaltnis 
zueinander kann vor und nach dem Kochen kein besonderer Unterschied 
nachgewiesen werden, es fallt auf, daB der Quotient, der vor dem Kochen 
von 1,2 bis 1,3 sechwankt, nachher von 1,05 auf 1,4 ansteigt. Da die Méglich- 
keit besteht, den gr6éBeren Ca-Gehalt des nicht filtrierbaren Anteiles nach 
dem WKochen bei steigendem Ca-Zusatz durch Bindung an das Casein zu 
erklaren, wurde, wie die Tabelle IV darstellt, die Menge des Caseins bei 
gleichem Ca- und P-Gehalt variiert : der Quotient Ca P nimmt mit steigendem 
Gehalt an Casein zu, d.h. also, da. da nicht anzunehmen ist, dal} durch 
das Kochen gegeniiber den L6sungen mit geringerem Caseingehalt eine 
vermehrte Bildung von tertiarem Phosphat stattfindet, die iiberschiissige 
Ca-Menge an das Casein gebunden wird. Bei 2°,ig. Lésungen liegt der Wert 
der Verhaltniszahl schon antangs viel héher, bei 1.4. Vollstandige Aus- 
fallung des Caseins, die bei 0,4 °,ig. Caseinlésungen schon etwa bei 5 Millimol 
Ca im Liter nach Kochen erfolgte, setzte hier erst bei 13 bis 15 Millimol 
im Liter ein, also auch die quantitativen Fallungsverhaltnisse andern sich 
entsprechend dem Caseingehalt. Wird bei diesen Versuchen wie bei Abb. 4 
die Adsorptionskurve der ultrafiltrierbaren Ca-Anteile eingezeichnet, so 
sinkt der nach unten gehende Bogen der Ca-Kurve bei 0.8 °,igem Casein 
viel weniger tief ab, wahrend bei 2°,,igen Losungen nur noch eine gerade, 
leicht ansteigende Linie resultiert. Mit steigendem Caseingehalt andert 
sich also auch die Adsorptionskurve. 

Gleichzeitig mit dem steigenden Caseingehalt wird die Léslichkeit des 
Calciumphosphats gréBer, die nicht filtrierbaren Ca- und P-Mengen nehmen 
ab. Diese Ergebnisse stehen in Ubereinstimmung zu den von Wo. Pauli 
und H. Handowski (7) angestellten Untersuchungen, die die Léslichkeits 
erhéhung schwerléslicher Salze durch Kolloide zum Gegenstand hatten. 
Diese Beeintlussung des Léslichkeitsproduktes ist als ein rein physikalischetr 
Vorgang anzusehen, bei dem es sich einerseits um eine direkte Beeinflussung 
der Léslichkeitsverhaltnisse, andererseits auch um die Verlangsamung 
der Kristallisationsgeschwindigkeit handelt. Da nicht anzunehmen ist 
daB die Zusammensetzung des Salzes sich andert. berechtigt die bei 
steigendem Caseingehalt zunehmende Retention von Ca, die ihren Ausdruck 
in der Erhéhung des Quotienten Ca P findet. zu der Annahme. dali das 
Calcium bei Kochen an das Casein gebunden wird. Wird in’ Wontroll 
versuchen bei gleichem Gehalt der Lésung an Phosphat, Natriumacetat 
und CaCl, die Menge des Caseins variiert., so steigt entsprechend dem 
grOoBeren Gehalt an Casein auch der Quotient Ca P an, der sogar tiiber 1.5 
bei hohem Caseingehalt betragen kann. 

In Tabelle V ist bei mittlerem Ca-Gehalt von 10.5 Millimol eine Phase 
der Adsorptionsreihe dargestellt, bei der neben Ca und P auch der diffun 
dierte N untersucht wurde. Es ist hier noch einmal deutlich die starke 
Ca-Bindung, die dem tiefsten Punkt der Adsorptionskurve etwa entspricht, 
sichtbar. N ist sehr gering diffusibel, nach dem WKochen erniedrigt sich die 
filtrierbare Menge. Dieser Befund steht in Analogie zu der allgemein ab 
dichtenden Wirkung, die das Calcium auf das Eiweils. vor allem Membranen, 
austibt. Es scheint sich hier also schon eine eingreitende Chemische Urmwand 
lung einzuleiten. Gleichzeitig wurde in derselben Lésung das py bestimmt. 
das etwa den bei der natiirlichen Milch getundenen Werten entspricht. 
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Tabelle V. 
Ultrafiltration von Caseinmilch vor (Reihe 1) und nach (Reihe 2 
dem Kochen. 
Cresamt-Ca 10,5 Millimo!, Gesamt-P 12.1 Millimol. Ca und P sind aut 
die nichtdiffusiblen Anteile berechnet. 





Ca 4 Ca/P N (ing-°! 5) PH 
5,14 4.) 1,3 0,602 6,38 
9,80 6,7 1,45 0,364 5,82 


Von L. Michaelis und S. Marui (3) wurden im Jahre 1923 Versuch: 
beschrieben, die den TemperatureinfluB bei der L6ésung des Caseins zum 
Gegenstand hatten. Da die Cerinnungsbeschleunigung geringer war, }: 
héher die Lésungstemperatur in Natriumacetat-Phosphat gehalten wurd 
kamen sie zu der Annahme. dali das Casein nach der L6sung bei héhere: 
Temperatur in einen Zustand erhéhten Ca-Bindungsvermogens gerat, durch 
den das verspatete Einsetzen des Gerinnungsbeginns erklart werden kann 
Da diese SchluBfolgerung nur indirekt mOéglich war, habe ich die Ultra 
filtration einer solchen Lésung vorgenommen und in Vergleich mit einer 
ungekochten gesetzt. Wie Tabelle Vla zeigt, wird Ca jedoch nicht g& 
bunden, auch P bleibt unverdindert. Ebenso konnte ich eine Herabsetzuny 
der Gerinnungsgeschwindigkeit nicht nachweisen (Tabelle VLb). Vielleicht 
ist es mOglich. den Unterschied in diesen Untersuchungsergebnissen aut div 








verschiedenartige Priiparation des Caseins Michaelis und Marui stellten 
es nach Hammarsten her, das mehr Ca enthalt zuruckzutfiihren. 
Tabelle Via. Tabelle VIb. 
Ultrafiltration von Gerinnungsversuch mit denselben 
Caseinmilch, deren Léosungen. 
einer Teil vor CaCl,- Die Spalte links zeigt das Mischungsver- 
Zusatz gekocht wurde. haltnis gekochter zu ungekochter Milch an 
Oa P 10 Min. 15 Min. 20 Min. 25 Min. 
Ungekocht . 3,56 7,70 1h (+) Pe = 
Gekocht . . 3.68 7.68 o. . 
(+) + ++ +4 
re (+) + ++ oo 5 
10 
® (+) + +4 ++ 


In den voraufgehenden Untersuchungen konnte nachgewiesen 
werden, daB durch das Kochen eine meBbare Bindung von Ca an das 
Casein erfolgt, die auch mit Veranderung des EiweiBes einhergeht. 


Der Vorgang dieser Ausfaillung, der eine ausgesprochene Zwei- 
phasigkeit aufweist, ahnelt in vieler Beziehung der Labgerinnung. 
Wiihrend bei dieser Gerinnungsart fermentative Vorgange die Umwand- 
lung des Caseinogens in Casein herbeifiihren, bei der die Gegenwart 
von Ca-Ionen zur Ausflockung geniigt, ohne daB eine chemische Reaktion 
zwischen dem Casein und dem Calcium nachgewiesen werden kann, 
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sind es bei der Hitzefallung vor allem chemische Einfliisse, die die 
erhéhte Reaktionsfaihigkeit des Eiweibes herbeifiihren. Vor allem 
die Verstarkung der Hydrolyse beim Kochen, ferner die Veranderung 
der Wasserstoffzahl und die VergréBerung der Molekulargeschwindigkeit 
fiihren diese Veranderung herbei. Die Abhangigkeit der Hitzefallung 
von der Ca-lonenkonzentration, bei der es unter steigendem Ca-Gehalt 
zu immer starker werdender Ausflockung kommt, und die starke Ca- 
Bindung wahrend dieses Prozesses unterscheiden diese Fallung jedoch 
von der rein fermentativen, die gleich von der Schwellenkonzentration 
der Ca-lonen vollstandige Flockung herbeifiihrt. In der Abspaltung 
von Labmolke ahneln sich die beiden Prozesse, ferner in der voélligen 
Ubereinstimmung, die in der spezifisch fillenden Kraft von Ca > Ba ~ Mg 
wihrend des Kochens und wahrend der Labwirkung besteht. Durch 
das Kochen findet eine energischere Fallung des Caseins statt, die ihren 
Ausdruck auch darin findet, daB es bei langerem Erhitzen wieder zu 
einer stirkeren Abspaltung von Ca durch vermehrte Destruktion 
des EiweiBes kommt (Grosser, 1. ¢.). 

Die Erklirung fiir die geringere Ausnutzung gekochter Milch, die 
sich auch durch Vitaminzulage nicht ausgleichen liBt, liegt also in 
diesen Vorgingen, bei denen wahrscheinlich die geringere Resorption 
von N in der Veranderung des Caseins, die geringere Aufnahme von Ca 
in dem Dissoziationsriickgang begriindet ist. Jedenfalls ist es nicht 
moglich, durch nachtrigliche Ca-Zugabe nach dem Kochen zu natiir- 
licher Milch, wodurch die Labfahigkeit wieder hergestellt ist, in Stoff- 
wechselversuchen die Ausnutzung zu erhéhen. 
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Die veriinderte Labgerinnbarkeit des Caseins durch das Kochen. 


Von 
Kurt Ballowitz. 


(Aus der Universitats-Kinderklinik Breslau.) 


(Eingegangen am 5, Mai 1935.) 


Bei den chemischen Verainderungen, denen das Casein wahrend 
des Kochens mit Calcium unterliegt, ist es von Interesse, zu untersuchen 
inwieweit sich auch sein biologisches Verhalten gegeniiber der Ein 
wirkung des Labferments durch das Kochen geindert hat. Allerdings 
stéBt gerade die Beobachtung der Gerinnungsgeschwindigkeit des 
Caseins auf besondere Schwierigkeiten. Denn der photometrisch« 
Vergleich der Anfangs- und Endtriibung, der bei der Fibrinogengerinnung 
eine einwandfreie Beobachtung gestattet, ist hier nicht méglich. Das 
Casein gerinnt nicht zu einem homogenen, gleichmaig triiben Gel. 
dessen Triibungsmessung im Photometer méglich ist, sondern es koa- 
guliert zu immer gréBer werdenden Flocken, die sich schlieBlich zu 
einem festen, weiBen Caseingerinnsel retrahieren. Ferner mu beriick- 
sichtigt werden, daB beim Kochen durch vermehrte Bildung von 
Calciumphosphat und Adsorption ein Riickgang der Calciumionen- 
konzentration eintritt, der an sich schon die Gerinnung verzOgert 
und auch einen normalen Gerinnungsvorgang als stark verlangsamt 
erscheinen lassen wiirde. Da schon bei geringen Unterschieden det 
Salzkonzentration und des Lésungsmittels groBe Unterschiede in dem 
Gerinnungsverlauf festgestellt werden kénnen, muBte bei diesen Ver- 
suchen, bei denen es sich darum handelte, trotz betrachtlicher Unter 
schiede in der Zusammensetzung der Lésung vor und nach dem Kochen 
einwandfrei den Gerinnungsverlauf zu beobachten, ein anderes Vet 
fahren angewandt werden. 

Im folgenden wird iiber Untersuchungen berichtet, bei denen diese 
Fehlerquellen ausgeschaltet sind und die trotzdem eine einwandfreie 
Beobachtung gestatten. Mischt man zwei nach Marui hergestellte 
Caseinlésungen, von denen die eine nicht gekocht. die andere 10 Minuten 
gekocht wurde, im richtigen Verhaltnis miteinander, so kann eindeutig 
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nachgewiesen werden, daB die Gerinnung nach Labzusatz nicht gleich- 
zeitig erfolgt, sondern daB sich aus einer triiben L6sung erst ein normales 
Caseingerinnsel absetzt und spaiter nach bestimmter Zeit der andere 
Teil des Caseins die ersten Gerinnungszeichen erkennen liBt. Da die 
Gerinnung der ungekochten Caseinlésung in der Weise erfolgt, daB das 
Casein, allmahlich immer grobflockiger werdend, bei iiberstehender 
wasserklarer Lésung sich absetzt, ist diese Beobachtung um so auffalliger, 
als der Triibungsgrad der iiberstehenden, zu zweit gerinnenden Casein- 
lésung mit zunehmenden Mengen gekochter Anteile in demselben Ver- 
haltnis starker wird und gleichzeitig die Menge des zuerst gerinnenden 
Niederschlags abnimmt. Hierdurch und durch die im folgenden be- 
schriebenen Versuchsreihen kann mit gré8ter Wahrscheinlichkeit 
angenommen werden, da®B bei den aus ungekochter und erhitzter Lésung 
hestehenden Gemischen erst das nicht erhitzte Casein gerinnt und da- 
nach auch das gekochte koaguliert. 

Besonders wichtig ist, daB bei dieser Versuchsanordnung die Ge- 
rinnung in derselben elektrolytischen und kolloidalen Umgebung erfolgt. 
Da bei dem Kochen die Dissoziation des Calciums erheblich zuriickgeht 
und auch eine Anderung der kolloidalen Beschaffenheit des Caseins 
nachgewiesen werden kann, kénnte mit keiner anderen Methode die 
Anderung der Gerinnungsart des Caseins nach dem Kochen gezeigt 
werden. Denn bei Gerinnungsvorgingen ist nicht nur die Konzen- 
tration der einzeinen an dem ProzeB teilnehmenden Anteile ausschlag- 
gebend, sondern auch das kolloidale Milieu, in dem dieser ProzeB vor 
sich geht, beeinfluBt entscheidend ihren Ablauf. Bei der Fibrinogen- 
gerinnung konnte von A. Klinke und K. Ballowitz (1) der Nachweis 
erbracht werden, daB bei gleichen Konzentrationen an Fibrinogen, 
Thrombin und CaCl, die Gerinnungskurve eine véllig andere wird, 
wenn der ProzeB statt in physiologischer Kochsalzlésung in Blutserum 
ablauft. 

Methodik. 

Von gréBter Wichtigkeit zum Gelingen der Versuche ist es, das Casein 
méglichst rein zu erhalten, da schon geringe Verunreinigungen, hauptsach- 
lich durch Molkeneiwei®, die Gerinnungsversuche unméglich machen. Vor 
allem muBte das Auswaschen nach der Fallung, die nach der Vorschrift 
von Baker und van Slyke erfolgte, geniigend oft wiederholt werden.  Crut 
hat sich hierbei das Verfahren bewahrt, das Casein durch ein feines Haarsieb 
aus WeiBblech zu spiilen. Wahrend des Absiebens wurde haufig umgeriihrt, 
die in den Riihrpausen sich absetzende Fliissigkeit abgesaugt und mindestens 
fiinfmal destilliertes Wasser zur Spiilung nachgegeben, bis die abflieBende 
Fliissigkeit klar wurde und ein homogener, weiBer Brei in dem Sieb blieb. 
Hierzu wurde langsam 96 °,,iger Alkohol gegeben und nach der Koagulation 
in Schalen unter zweimaligem Alkoholwechsel das Wasser extrahiert. 
Danach erfolgte die Fettextraktion im Sozrleth-Apparat.  Léste sich das 
Casein in der Natriumacetat-Phosphatl6sung zu einer schénen, durch- 
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sichtigen, leicht blaulich opaleszierenden Fliissigkeit, so war dies meist 
schon ein gentigender Anhaltspunkt dafiir, daB ein brauchbares, reines 
Praiparat vorlag, denn bei triiben, dunkleren Lésungen blieben die Versuch: 
durch Verunreinigungen erfolglos. 

Der Calciumgehalt betrug meist 8,5 Millimol im Liter, haufig ward 
jedoch, da hierbei schon eine beginnende Flockung beim Kochen einsetzt. 
etwas weniger Ca gegeben. Die tibrigen Mengenverhaltnisse entsprecher 
den von Marui (2) gemachten Angaben. 

Ein Teil der fertigen milchigen Lésung wurde 10 Minuten am Riickflul 
kiihler gekocht. Nach Abkiihlen erfolgte die Mischung, bei der in Reihen 
von Reagenzglasern steigende Mengen ungekochter Lésung mit gekochte: 
auf 15 cem aufgefiillt wurden. Nach Zusatz einer bestimmten Menge Pegnir 
konnte darauf der Gerinnungsverlauf beobachtet werden, wobei die Glase1 
im Brutschrank bei 37° gehalten wurden. 

Ein Versuch dieser Art ist in Tabelle I dargestellt, die auch die genauen 
Zahlenangaben enthalt. Es ist hier deutlich sichtbar. wie der Gerinnungs 
beginn mit steigendem Gehalt an gekochter Lésung immer spéater einsetzt, 
ferner ist hier tabellarisch dargestellt, wie gleichzeitig tiber dem koagulierten 
und sich bald gut retrahierenden erstgerinnenden Casein eine zunehmend 
triiber werdende Lésung bleibt. Erst nach einiger Zeit fangt auch sie an, 
sich unter deutlicher Flockenbildung, die bei dem letzten Réhrchen nacl 
12 Stunden erst begann, zu kléaren. Bei der Gerinnung dieses Caseins findet 
jedoch keine Koagulation zu einem gréBeren Gerinnsel statt, sondern es 
setzen sich feine Flocken ab, die langsam nach unten sinken oder an den. 
Glaswinden haften bleiben. Vergleicht man den Triibungsgrad diese: 
nach der ersten Koagulation iiberstehenden Lésungen mit solchen, bei denen 
die erhitzte Lésung statt mit ungekochter mit Wasser auf dieselbe Kon 
zentration gebracht wurde, so zeigt es sich, daB die Kontrollésungen meist 
etwas triiber sind, wahrscheinlich wohl dadurch, daB bei der ersten Koagula- 
tion Caleiumphosphat mitgerissen wird. 

Gleichzeitig mit der zunehmenden Triibung nimmt der sich zuerst 
bildende Niederschlag ab, da die ungekochten Teile der Mischung auch 
geringer werden, bis in dem zuletzt gerinnenden R6hrchen aus einer milchigen 
Lésung nur einzelne, sich erst nach dem Absetzen am Beden et was zusammen- 
ballende Flocken niederschlagen. Damit die Gerinnung hier tiberhaupt 
mOglich ist. muB vor dem Labzusatz bei den Mischungen mit groBem Gehalt 
an gekochter Lésung etwas CaCl, zugesetzt werden. 

Durch diesen Versuch kann nur gezeigt werden, daB durch das Kochen 
mit Ca’ eine Anderung der Gerinnungsfaihigkeit des Caseins einsetzt, es 
muBte nun noch geklart werden, ob durch das Kochen iiberhaupt ode: 
nur dann, wenn mit CaCl, erhitzt wird, das Casein in dieser veranderten 
Art gerinnt. 

Zur Entscheidung dieser Fragestellung ging ich so vor, daB ich, um die 
Ergebnisse einwandfrei miteinander vergleichen zu kénnen, einen Teil de 
Caseinlésung in Natriumacetat und Phosphat von den Versuchen, die in 
Tabelle I dargestellt sind, zuriickbehielt, diese Lésung aufkochte und nach 
dem Abkiihlen in dem richtigen Verhaltnis von der gleichen Ca-Lésung 
des Versuchs aus Tabelle I zusetzte. Die milchige Lésung wurde wieder in 
zwei Teile geteilt, von denen der eine noch einmal nach dem Ca-Zusatz 
gekocht, der andere direkt zu den Gerinnungsversuchen angesetzt wurde. 
Dieser Versuch ist auf Tabelle II dargestellt. 
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Hier zeigt sich einwandtrei, dab die zweimal, vor und nach CaCl,- 
Zusatz, gekochte Caseinlésung weder in der Schnelligkeit noch in der Ce- 
rinnungsart von der nur einmal mit CaCl, gekochten sich unterscheidet 
(Tabelle 1), daB also hier das Casein in der gleichen Ars durch das Kochen 
verandert ist. Anders gestaltet sich die andere Versuchsreihe. bei der nur 
die Caseinlésung in Natriumacetat und Phosphat gekocht und bei der nach 
dem Abktihlen CaCl, zugesetzt wurde. Hier gerinnen alle Mischungen, 
trotzdem bei denen mit gréBerem Gehalt an gekochter Losung kein CaCl, 
vor dem Labzusatz zugesetzt wurde, gleichzeitig zusammen mit dem Casein 
der ungekochten Lésungen: Es ist also hier keine merkliche Anderung 
des Caseins eingetreten. Also nicht das Kochen an sich, sondern nur das 
Erhitzen mit CaCl, fiihrt zur Umwandlung des Caseins. 

Wiederholt man die Versuche an natitirlicher Magermilch in derselben 
Art. so kann nur ein verzOgerter Gerinnungsbeginn bei héherem Gehalt 
an gekochten Anteilen festgestellt werden. Durch den groBen Gehalt an 
Casein kommt es hier nicht zu einer Retraktion des Gerinnsels. aber auch 
dann, wenn die Milch mit physiologischer Kochsalzlésung aut das Zehnfache 
verdiinnt wird, kann die zweizeitige Gerinnung nicht beobachtet werden. 

Da die Wahrscheinlichkeit besteht, da dieser Unterschied durch 
andere in der Milch vorhandene Salze, Kolloide, ferner durch geringe Mengen 
Fett hervorgerufen wird, habe ich versucht, durch Zusatz von Substanzen 
dieser Art, Eialbumin, Starke in Mengen von 0,04°,, zu der Maruimilch 
die zweizeitige Gerinnung aufzuheben, ohne dab hierbei ein Erfolg zu 
verzeichnen war. Das Casein gerann trotzdem zweizeitig. Jedoch glaube 
ich, daB das MiBlingen der Gerinnungsversuche, die mit einem unreinen, 
zu wenig gespiilten Casein vorgenommen wurden, eine geniigende Be- 
griindung fiir die Annahme ist, das Ausbleiben der zweizeitigen Gerinnung 
in natiirlicher Milch zu erklaren. 

Die friiheren Untersuchungen, die an natiirlicher Milch vorgenommen 
wurden und durch deren Ergebnisse die Annahme als berechtigt angesehen 
werden konnte, daB das Casein nach dem Kochen dieselbe Gerinnungs 
geschwindigkeit zeige, wenn nur der Dissoziationsriickgang des Ca durch 
erneuten Zusatz von CaCl, ausgeglichen werde, finden hiermit keine Be- 
statigung. Bei Berechnung der Tabelle VI bei A. Ballow?tz (3) ergibt sich, 
daB etwa die fiinffache Menge des nach dem Kochen gebundenen Ca-An 
teiles hinzugesetzt werden muh. um einen mit der ungekochten Milch 
gleichzeitig einsetzenden Gerinnungsbeginn zu_ erzielen. Die Erklarung 
fiir diese Beobachtung liegt in der oben gezeigten veranderten Gerinnbarkeit 
des Caseins nach dem Kochen in CaCl,-haltiger Lésung, die erst in reinen 
kiinstlichen Caseinl6sungen nachgewiesen werden kann. 

Gegeniiber den Versuchsergebnissen, in denen gezeigt werden konnte. 
daB das gekochte Casein einen anderen Gerinnungsverlauf als das un- 
gekochte aufweist, kann der Einwand erhoben werden, dali hier gar nicht 
zwei verschiedene Kolloide nacheinander gerinnen, sondern dali es sich 
nur um die verzégerte Gerinnung eines und desselben Kolloids handele. 
Denn durch das Kochen wird nicht nur die Ca-lonenkonzentration ver 
mindert, sondern mit zunehmendem Gehalt an gekochten Mischungs 
anteilen wird der py, der bei der Labwirkung ziemlich eng begrenzt bei 
Py 7.4 bis 6,0 liegt [Michaelis und Rothstein (4)), auch stark in das Saure 
verschoben, so daB diese beiden Faktoren geniigen kénnen, bei starker 
Verz6gerung der Gerinnung den Anschein zu erwecken, als ob das Casein 
in zwei Zeiten gerinne. Es wiirde sich dann um ein’ Erscheimung handeln, 
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die den bei der Aussalzung hydrophiler Kolloide beobachteten Koazervat 
ionen gleicht, bei denen sich eine kolloidreichere Phase von einer zweiten 
mit geringerem Kolloidgehalt trennt [H. Freundlich (5)). Allerdings sind 
bei Fermentwirkungen derartige Erscheinungen noch nicht beobachtet 
worden. Diesem Einwand kann entgegengehalten werden, dali bei Er- 
héhung des CaCl,-Gehaltes nach der Mischung und geringer Alkalisierung, 
bei der die Gerinnung des Gemisches gleichzeitig mit der der ungekochten 
Caseinmischung erfolgt. auch dieselbe Beobachtung der zweizeitigen Ge 
rinnung gemacht werden kann, ganz abgesehen davon, dab die Versuche 
an sich auch gegen eine solche Annahme sprechen. In Ubereinstimmung 
mit den friiheren chemischen Untersuchungen kann hier nachgewiesen 
werden, daB nicht durch das Kochen an sich, sondern nur dann, wenn das 
Casein mit CaCl, erhitzt wird, eine veranderte Gerinnbarkeit hervorgerufen 
wird. 
Zusammenfassung. 

Bei der Mischung von ungekochten und 10 Minuten gekochten 
Caseinlésungen, die nach Marui hergestellt sind, kann nachgewiesen 
werden, da das gekochte Casein einen verspatet einsetzenden und 
andersartigen Gerinnungsverlauf nach Labzusatz zeigt. Hierbei hat 
das Casein nur bei Kochen mit CaCl, diese verdinderte Reaktions- 
fihigkeit, Erhitzen des nur in Natriumacetat-Phosphat gel6sten Caseins 
ist ohne EinfluB. 


Literatur. 
1) K. Klinke u. K. Ballowitz, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 1933, im 
Druck. 2) S. Maru?, diese Zeitschr. 173, 364, 1926. 3) K. Ballowitz, 
ebenda 256. 70, 1932. — 4) L. Michaelis u. Rothstein, ebenda 105, 60, 1920. 


5) H. Freundlich, Kapillarchemie 2, 371, 1932. 
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Neue Beobachtungen iiber die Hydrotropie. 


Von 


Sven Forssman (Lund). 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 2. Februar 1933.) 


Die Frage nach dem Wesen der hydrotropischen Erscheinungen 
hat in den letzten Jahren den Gegenstand mehrfacher Untersuchungen 
gebildet!. Das Material ist, was die Zahl der auflisbaren Stoffe (,.Sub- 
strate’’) anbelangt, kaum erweitert. In den neueren Arbeiten ist haupt- 
sichlich erértert worden, ob der hvdrotropische Effekt im Sinne struktur- 
chemischer Vorgainge oder mehr als ein physikalisches Phainomen zu 
betrachten ist. Ohne zu diesem Problem Stellung nehmen zu wollen, 
teile ich im folgenden neue Beobachtungen mit. 

Schon in den ersten Untersuchungen hat (C. Newberg (a. a. O.) 
hervorgehoben, daB es grundsatzlich keinen Unterschied ausmacht, 
ob die hydrotropischen Verbindungen Salze von Carbonsauren, Sulfon- 
siuren, Sulfinsiuren oder einfachere Esterschwefelséuren sind: dabei 
war nachgewiesenermaben die Natur des Kations (Natrium, Kalium, 
Ammonium, Lithium usw.) ebenfalls von untergeordneter Bedeutung. 
Neu hinzugekommen sind sodann die Feststellungen von C. Neuberg, 
J. Wagner und K. P. Jacobsohn?, daB die verschieden konstituierten 
ester-phosphorsauren Salze gleichfalls mit stark hvdrotropischen Eigen- 
schaften ausgestattet sind. Bestatigt wurden diese Tatsachen durch 
weitere Beobachtungen Fr. v. Briickes*; bei den Untersuchungen, die 
er im hiesigen Institut mit anderen Zielen ausgefiihrt hat, war die be- 
deutende Lésungskraft der sekundiren aromatischen ester-phosphor- 
sauren Salze aufgefallen. 

1 C. Neuberg, diese Zeitschr. 76, 107, 1916; R. Tamba, ebenda 145, 
415, 1924; C. Neuberg u. F. Weinmann, ebenda 229, 467, 1930; H. Freund- 
lich u. G. V. Slottmann, ebenda 188, 101, 1927: H. Freundlich u. D. Kriiger, 
ebenda 205, 186, 1929; G. Lindau, Naturwiss. 20, 396, 1932: R. Stern, 
diese Zeitschr. 151, 268, 1924; F. Verzar u. A. v. Kttthy, ebenda 225, 267. 
1930; A. v. Kuthy, ebenda 237, 380, 1931; 244, 317, 1932: u.a. 

2 ©. Neuberg u. J. Wagner, diese Zeitschr. 171, 485, 1926; C. Newberg, 
J. Wagner u. K. P. Jacobsohn, ebenda 188, 227, 1927; C. Neuberg u. K. P. 
Jacobsohn, ebenda 199, 498, 1928. 

3 Fr. v. Briicke, ebenda 253, 470, 1932. 
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Die Alkalisalze der aromatischen Mono-carbonsiuren reagieren 
auf Lackmus schwach alkalisch, die aromatischen sulfosauren Salze 
zeigen neutralen Charakter, Alkalisalze der  Di-aryl-phosphorsiiure 
sind dagegen sauer. Schon aus diesem Grunde war eine nahere Priifung 
von Verbindungen der letztgenannten Gruppe wiinschenswert. 

Die Untersuchungen nahm ich vergleichsweise mit dem Kalium- 
salz der Di-phenyl-phosphorsaure (C,H,O),PO.OQH sowie mit den 
Kaliumsalzen der drei isomeren  Di-kresyl-phosphorsiéuren (CH, 
.C,H,O),PO.OH vor. 

Im Besitz dieser vier Substanzen konnte ich verschiedene Befunde 
erheben, einmal hinsichtlich des Linflusses der Methylgruppe, sodann 
betreffs des verschiedenen Verhaltens der Isomeren, wie sie in den o-, m- 
und p-Kresol-verbindungen vorliegen. 

Gepriift habe ich die hydrotropische Kraft der genannten Salze 
gegeniiber folgenden Verbindungen : Iso-amylalkohol, Octylalkohol, Citro- 
nellol, Cyclohexanol, Toluol, Benzylalkohol, Nitrobenzol, Anilin, Zimt- 
aldehyd, Phenylhydrazin, Chinolin, Borneol, Fenchylalkohol, Cholesterin, 
Casein, Chinin, Cinchonin, Brucin. 

Die auffjallendste Fdhigkeit der genannten hydrotropischen Salz 
ist thr unerwartet hohes Lésungsvermdgen fiir Nitrobenzol, das von rein 
wasserigen Lésungen anderer Salze nur in geringem Umfange aufgenommen 
wird. Die Kaliumsalze der genannten drei Kresyl-phosphorsauren sind 
imstande, das Nitrobenzol in so starkem MaBe aufzulésen, daB bis 
1,0 Mol auf I Mol des Salzes in klare, wasserige Lésung iibergefiihrt 
werden kénnen. (Ein solches Auflésungsvermégen ist auch fiir neutrale 
Hydrotropica, wie Harnstoff, Urethan, Chloralhydrat, nicht bekannt.) 

C'. Neuberg und F. Weinmann (a. a. O.) haben an den Stoffpaaren 
d-, l- sowie d,l-campholsaurem Natrium einerseits und an d- und 
d, l-Amylalkohol andererseits dargetan, daB hier leicht wahrnehmbare 
polarimetrische Effekte auftreten; sie sprechen dafiir, daB eine wie 
auch geartete additionelle Verbindung zwischen hydrotropischem 
Lisungsmittel und geléstem Stoff vorhanden ist!. Ich habe d- und 
1-Citronellol herangezogen und deutliche Drehungsbeeinflussungen 
bemerkt. Sie kénnen jedoch nur registriert werden, weil das in den 
Versuchen von Neuberg und Weinmann angestellte Experiment 
Lésungen in Salzen der aktiven und racemischen Saure — in meinen 
Fallen wegen der optischen Inaktivitat der di-kresyl-esterphosphorsauren 
Salze nicht ausfiihrbar ist. So muBte ich mich darauf beschranken, 


' Vergleiche auBerdem die fiir andere Koérperklassen (Aminok6érper 
plus Kohlenhydraten) erbrachten, in gewissem Grade vergleichbaren Nach- 
weise von C. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 162, 496, 1925; 174, 464, 
1926, sowie H.v. Euler u. BE. Brunius, H. 161, 266, 1926; W. Pauliu. R. Weiss, 
diese Zeitschr. 233, 383, 1931. 
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die Drehung der Antipoden d- und |-Citronellol in der wiasserigen 
hydrotropischen Salzlésung mit der Drehung der beiden Citronellole in 
Athanol zu vergleichen. Hier war der Unterschied bedeutend: im Falle 
des Borneols, das ich in gleicher Weise gepriift habe, ergab sich keine 
auBerhalb der Fehlergrenze liegende optische Differenz zwischen der 
Lésung dieses hydroaromatischen Alkohols in Athanol und in o- bzw. 
m-di-kresyl-phosphorsaurem Kalium. Die Aufnahmefahigkeit der 
sekundaren kresyl-esterphosphorsauren Salze fiir Nitrobenzol sinkt in 
der Reihenfolge p-, m- und o-Derivat. Hier tritt ein deutlicher EinfluB 
der Konstitution auf die hydrotropische Kraft selbst nahe verwandter 
Substanzen zutage. 

Die verwendeten hydrotropischen Salze waren analysenrein und 
durch Behandlung der entsprechenden Tri-aryl-phosphate mit Barium- 
hvdroxyd gewonnen, das nur eine der drei veresterten Phenolgruppen 
abspaltet. Aus den schén kristallisierten analysenreinen Bariumsalzen 
wurden die Kaliumsalze erhalten, die ebenfalls in absolut reinem Zu- 
stande vorlagen und gut kristallisiert waren. 


Experimenteller Teil. 


Zuallen Untersuchungen dienten di-phenyl-ortho-phosphorsaures Kalium 
sowie 0-, m- und p-di-kresyl-ortho-phosphorsaures Kalium. 


I. Darstellung der hydrotropen Salze. 


Die drei isomeren di-kresyl-ortho-phosphorsauren Bariumsalze wurden 
gemaB den bei Fr. v. Briicke (a.a.O.) mitgeteilten Angaben bereitet. 

450 ¢ o-Tri-kresyl-phosphat wurden mit 387g kristallisiertem Atz- 
baryt, gelést in 3150 cem 40°, igem Alkohol, in der Siedehitze behandelt. 
Die Ausbeute an Barium-di-kresyl-phosphat betrug nach zweimaliger 
Umkristallisation aus Alkohol 93g. In entsprechender Weise wurden aus 
450 g m-Tri-kresyl-phosphat und 325 g p-Tri-kresyl-phosphat 155 baw. 180 ¢ 
der entsprechenden Bariumsalze erhalten. (Auf quantitative Verarbeitung 
der Mutterlaugen habe ich keinen Wert gelegt.) 

Von den im Hochvakuum bei 100° getrockneten Salzen der Di-kresy! 
ortho-phosphorséure-ester wurden Ba- und P-Bestimmungen ausgefthrt. 


Bariumsalz des o-Esters. 


0.1534 g¢ Substanz lieferten 0.0517 g BaSO,;  gef.: Ba 19,83 ' 
0.2014 ¢ * = 0,0651 g Mg.P.O.; . P 8.99 


Bariumsalz des m-Esters. 


0.1980 ¢ Substanz lieferten 0.0664 g¢ Ba SQO,; gef.: Ba 19,73 
0,2325 g ” “ 0,0717 g Mg,P,0,; . P 8.59 


Bariumsalz des p-Esters. 
0.1532 g Substanz lieferten 0.0518 g BaSO,: — gef.: Ba 19.90 
0.1615 ‘“s 0,0507 g Mg.P,0O,; . P 8.75 
[(C;H-)oP Oy}, Ba. Ber.: Ba 19.86 
(691.6) P 8.97 ° 
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Zwecks Uberfiihrung in das Kalium-salz wurden 93g 0-di-kresyl- 
phosphorsaures Barium in 1500 ccm Wasser gelést und mit der aquimole- 
kularen Menge Kaliumsulfat-lésung versetzt. Nach dem Abfiltrieren vom 
Bariumsulfat wurde die Fliissigkeit auf dem Wasserbad weitgehend ein- 
geengt; beim Abkitihlen erstarrte das Kalium-salz zu einem dicken Kristall- 
brei. Nach zweimaliger Umkristallisation aus absolutem Athylalkohol beliet 
sich die Ausbeute auf 52g. Nach derselben Methode lieferten 155 g m-di- 
kresyl-phosphorsaures Barium, zur Umsetzung in 25 Liter Wasser geldést, 
110 g Kalium-salz, und 173 g Barium-p-di-kresyl-phosphat, zur Umsetzung 
in 55 Liter Wasser gelést, 88 g p-di-kresyl-phosphorsaures Kalium. 

51 g reines di-phenyl-phosphorsaures Barium, in 5 Liter Wasser gelést, 
gaben nach Umsetzung mit K,SO, das beim Eindampfen auskristallisierende 
Kaliumsalz; von diesen wurden nach zweimaliger Umkristallisation aus 
absolutem Alkohol 25 g gewonnen. 

Zur Analyse wurden die Salze im Hochvakuum iiber P,O, bei 100° 
getrocknet. 

Di-phenyl- und di-kresyl-phosphorsaure Kaliumsalze lassen sich durch 
vorsichtiges Erhitzen im Quarztiegel in Gegenwart eines fliichtigen Oxy- 
dationsmittels quantitativ in Kalium-meta-phosphat, KPO, iiberfiihren. 
Anfangs ist eine Zugabe von konzentrierter Schwefelsiure zu empfehlen, 
um das Phenyl- bzw. Kresyl-radikal zu zerst6éren. Erst danach wurde mit 
konzentrierter Salpetersiure so lange abgeraucht, bis die Asche ganz wei 
war. Setzt man von Anfang an konzentrierte Salpetersdure hinzu, so lassen 
sich Verpuffungen kaum vermeiden. Um die Zusammensetzung des ent- 
standenen Kalium-meta-phosphats zu kontrollieren, wurden die Tiegel mit 
Salzsiure oder Salpetersiure ausgekocht ; das Meta-phosphat wurde dadurch 
in Ortho-phosphat umgewandelt. Aus diesen Lésungen wurde entweder 
Kalium als Perchlorat oder Phosphor iiber Ammonphosphormolybdat als 
Magnesium-ammonium-phosphat gefallt. 


Di-phenyl-phosphorsaures Kalium. 
a) (C,;H;),PO,K. 0.3107 g¢ Substanz lieferten 0,1248¢ KPO,; 
(288,2 ber.: 0,1273 ¢ KPO,;: 
0.3672 g Substanz lieferten 0.1494 ¢ KPO,; 
ber.: 0.1505 ¢ KPO,; 
b) KPO,. 0,1248 g KPO, lieferten 0.1476 g KCI1O,; 
(118,1) gef.: K 33,38; ber.: K = 33,11%. 


o-di-kresyl-phosphorsaures Kalium. 
a) (C;H-;),PO,K. 0,2810g Substanz lieferten 0,1044 g KPO; 
(316,2) ber.: 0,1050 g KPO,; 
0,2548 g Substanz lieferten 0,0948 g KPO,; 
ber.: 0,0952 g KPO,; 
0,1044 g KPO, lieferten 0.0989 g Mg,P,O,; 
gef.: P = 26,39°%; 
0,0948 g KPO, lieferten 0,0890 g Mg, P,O,; 
gef.: P = 26,16°, 


b) KPO,. Ber.: P = 26,27°,. 
(118.1) 
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m-di-kresyl-phosphorsaures Kalium. 

a) (C;H,),PO,K. 0.1990 g Substanz lieferten 0.0740 ¢ KPQ,; 
(316.2) ber.: 0.0743 ¢ KPO,; 

.3144¢ Substanz lieferten 0,1164¢ KPO,; 
ber.: 0,1174 2 KPO,; 

0740 ¢ KPO, lieferten 0,0699 g Mg, P,O-,; 
gef.: P 96,32 © 

.1164g¢ KPO, lieferten 0,1098 g Mg, P,O,; 
gef.: P = 26,28° 

b) KPO,. Ber.: P = 26,27° 

(118,1) 


p-di-kresyl-phosphorsaures Kalium. 
a) (C;H,),PO,K. 0,2144g Substanz lieferten 0.0784 ¢ KPO,; 
(316.2) ber.: 00801 ¢ KPO,; 
.3986 g Substanz lieferten 0.1473 ¢ KPO,; 
ber.: 0,1489 ¢ KPO,; 
0.0784 g KPO, lieferten 0.0746 ¢ Mg, P,O-: 


gef.: P = 26,51 ‘ 
0.1473 ¢ KPO, leferten 0.1410 ¢ Mg, P,O-: 
gef.: P = 26,67° 


b) RPOC,. Ber.: P = 26,27° 
(118,1) 
Die Stammildésungen waren von o-di-kresyl-phosphorsaurem Walium 
2 mol., von den drei anderen Salzen wegen geringer Loslichkeit nur | mol. 





2 mol. 1 mol. 1 mol 
o-Salz m-Salz p-Salz 

pu der Loésungen von di-kresyl-phosphorsaurem 
aa eed. ae os CM a (1 6.4 6.6 


Il. Versuche mit Nitrobenzol. 
Methodisches. 

Reines Nitrobenzol wurde stets zu jeweils 2cem Lésung der an- 
gewendeten Kaliumsalze tropfenweise aus einer Mikrobiirette  gefigt. 
Nach jedem zugegebenen Tropfen wurde abgelesen. Auf diese Weise konnte 
die Léslichkeit hinreichend genau bestimmt werden. Die Versuche wurden 
bei Zimmertemperatur (16 bis 18°) sowie bei 100° ausgefiihrt. 

(Das verwendete Nitrobenzol war zuvor frisch destilliert. Kp. 208 
bis 209°.) 


Ermittelte Kubikzentimeter Nitrobenzol, die in 2cem Lésung von o-di- 
kresyl-phosphorsaurem Kalium klar léslich waren: 





Molaritit der Lisung: 05 1.0 1,25 15 4) 
16 bis 18° 0 | 0,06 0.12 | 0,19 0,39 
0.05 0.41 
100° 0,06 013 0.25 0,34 beliebig 


0,11 
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Ermittelte Kubikzentimeter Nitrobenzol, die in 2cem Lésung von m-di- 


kresyl-phosphorsaurem Kalium klar léslich waren: 





Molaritat der Lisung: 0.5 0,75 1,0 
16 bis 18° 0,01 0,06 O11 
100° 0.05 0.16 
0.15 


Ermittelte Kubikzentimeter Nitrobenzol, die in 2cem Lésung von p-di- 


kresyl-phosphorsaurem Kalium klar léslich waren: 





Molaritat der Lésung: 0,25 05 0,75 1,0 
16 bis 18° 0 0,03 0,07 015 
0,02 0,15 

0,03 
100° pe 0,06 a 0,20 
0,06 _— 0,19 


Ermittelte Kubikzentimeter Nitrobenzol, die in 2 cem Lésung von di-phenyl- 
phosphorsaurem Kalium klar léslich waren: 





Molaritaét der Lisung: 0.5 1,0 
16 bis 18° 0 0,02 
0,03 

0,02 

100° 0,03 0,11 


2cem destilliertes Wasser lésen bei 100° 0,01 cem Nitrobenzol. 


Vergleich der hydrotropischen Wirkung der verwendeten Salze. 
Kubikzentimeter Nitrobenzol, die von 2cem 1 mol. L6ésung aufgenommen 
werden bei: 





Di-phenyl- o-di-kresyl- m-di-kresyl- p-di-kresyl- 
phosphorsaures phosphorsaures phosphorsaures phosphorsaures 
i Kalium Kalium Kalium Kalium 
; 
i 16 bis 18° 0,03 0,06 0,11 0,15 
ay 100° O,11 0.13 0,16 0,20 
Ergebnis. Kalium-di-phenyl-phosphat zeigt im Vergleich mit den ver- 
wendeten kresyl-phosphorsauren Salzen eine schwachere hydrotropische 
Kraft in bezug auf das Nitrobenzol. Bei den drei Isomeren nimmt diese 
; Wirkung in Lésungen gleicher Konzentration zu in der Reihe: o-, m-, p-di-+ 
kresyl-phosphorsaures Kalium. Bei Erhéhung der Temperatur wird das 
Léslichkeitsvermégen erheblich gesteigert. So sind z. B. bei 100° beliebige 
Mengen Nitrobenzol mit einer 2 mol. wiisserigen Lésung von o-di-kresyl- 
phosphorsaurem Kalium mischbar. 
' III. Versuche mit Citronellol. 


Alle Lésungen wurden in 5-cem-Me8kolben hergestellt, in jeden Kolben 
wurden 2cem Citronellol hineinpipettiert und bis zur Marke mit der ent- 
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sprechenden hydrotropischen Lésung aufgefiillt. Die angefiihrten Kon- 
zentrationen der hydrotropen Salze beziehen sich auf diese urspriinglichen 
Losungen. Zum Vergleich wurde immer eine gleich konzentrierte alko- 
holische Lésung von Citronellol polarisiert. 

Die verwendeten Citronellolpraparate waren zuvor frisch destilliert ; 
sie waren chemisch rein, aber partiell racemisch }. 








d-Citronellol. Kp. 220 bis 222° « + 3,75*; f 1; (x) 4,31°. 
Drehung im 1dm-Rohr 1 mol. p-Salz 1 mol. m-Salz 

Citronellol +- di-kresyl-phosphorsaures Kalium . . 2.44" + 2.42' 

Citronellol + Alkohol abs... . 2... 2... + 1,32 1,32 

Drehungsinderung . . adel as CRO a ae ae 1+1,12 1+ 1,10 
d-Citronellol. Kp. 222 bis 223°. x 2,50°; l 2; [a]¥ 1,44°. 
Drehung im 2 dm-Rohr 1 mol. m-Salz 1 mol. o-Salz 1,9 mol. o-Salz 


Citronellol + di - kresyl - phosphor- 





saures Kalium ........ + 1,77° + 1,73° + 2,03' 
Citronellol + Alkohol abs... . . . + 0,81 +081 + O81 
Drehungsinderung ........ 1+ 0,96 1+ 0,92 1+ 1,22 

I-Citronellol. Kp. 220 bis 222°. x 1,76": ¢ 1; [x}) 2,02°. 

Drehung im 1 dm-Rohr 1 mol. p-Salz I mol. o-Salz 2 mol. 0-Salz 
Citronellol + di - kresyl - phosphor- 
ee a Cw — 1,089 — 1,09° — 1,5° 
Citronellol + Alkohol abs... . , — 0,62 — 0,62 0,62 
Drehungsinderung ........ A— 0,46 1— 0,47 1— 0,68 


Ergebnis. 1- sowie d-Citronellol, unter den innegehalternen Bedingungen 
mit einer 1 mol. Lésung von di-kresyl-phosphorsaurem Kalium versetzt, 
besitzen ungefaihr das doppelte Drehungsvermégen gegeniiber einer alkoholi- 
schen Lésung derselben Citronellol-konzentration. Die drei isomeren Salze 
zeigen in I mol. Lésung keine Unterschiede. Bei einer 2 mol. Losung 
des o-Derivats wurde eine weitere geringe Erhéhung des Drehungsvermégens 
heobachtet. 

IV. Versuche mit l-Borneol. 


Die Versuche mit 1-Borneol wurden in derselben Weise wie mit Citro- 
nellol ausgefiihrt. 0.05¢ 1-Borneol wurden in 5-cem-MeBkolben eingewogen ; 
alsdann wurde bis zur Marke mit der hydrotropischen Lésung aufgefiillt. Zum 
Vergleich wurde eine gleich starke alkoholische Borneollésung polarisiert. 





Drehung im 2 dm-Rohr 1.9 mol. o-Salz 1 mol. m-Salz 
1-Borneol + di-kresyl-phosphorsaures Kalium . . 0,65" 0,65" 
l-Borneol + Alkohol abs. . .. 2... . RAS — 0,65 0,65 
0 0 


Drehungsanderung 


1 Vel. P. Mayer u. C. Ne uberg, diese Zeitsehr. 71. 177. 1915 
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V. Weitere hydrotropische Wirkungen. 


Versuche mit I mol. Lésungen von m- und p-di-kresyl-phosphor- 


saurem Kalium. 


0,5 cem Octanol-2 werden von 0,5 ccm beider Salzlésungen glatt gelést. 
Setzt man lcem zu, so wird in beiden Fallen 1 cem Wasser vertragen, 


wiahrend 1,5cem H,O triiben. 


0,5cem Cyclohexanol lésen sich in beiden Fallen in 0.5 cem Lésung. 
Wird leem_ Di-kresyl-phosphat-lésung zugefiigt. so werden beliebige 


Mengen Wasser vertragen. (Kontrolle: 0,5 cem Cyclohexanol lésen sich 
nicht in 5cem H,O; 15 ccm H,O geben aber eine klare Lésung.) 

0,5cem Benzylalkohol lésen sich in 0,5cem m- oder p- Di-kresy! 
phosphatlésung. Wird leem des Hydrotropikums zugegeben, so werden 
5cem H,O vertragen, wahrend 6cem H,O eine schwache Triibung be 
wirken. 

0,5cem Zimtaldehyd lésen sich in beiden Fallen in 2 cem der hydro- 
tropischen Lésung. 0,5 cem H,O triiben, die Triibung verschwindet be 
Anwirmen. (Kontrolle: 0,5cem Zimtaldehyd lésen sich nicht in 2 cem 
H,O.) 

0,5 cem Anilin lésen sich in beiden Fallen in 0,5 cem Salzlésung. Wird 
davon lecm zugesetzt, so werden von der mit m-Di-kresyl-phosphat he: 
gestellten Lésung 0.5 cem H,O vertragen, wihrend 1 cem H,O triibt. In 
dem anderen Falle wird 1 ccm H,O vertragen, wahrend 1,5 ccm H,O ein 
Triibung verursachen. 

0.5cem Phenylhydrazin lésen sich in beiden Fallen in 0,5 ccm Salz- 
lésung. Gibt man davon 1 ccm zu, so bewirken dann 10 cem H,O nur eine 
leichte Triibung. Nach 24stiindigem Stehen scheiden sich in beiden Lésungen 
Fallungen ab. (Kontrolle: 0,5cem Phenylhydrazin lésen sich nicht in 
5eem H,Q, wohl aber in 15cem H,0O.) 

0,5cem Chinolin werden in beiden Fallen von 0.5 cem hydrotropischer 
Lésung glatt gelést. 0,5ccm H,O werden vertragen, wahrend | eem H,O 
eine Tribung hervorruft, die beim Erhitzen nicht verschwindet. (Kontrolle: 
0,5 cem Chinolin sind mit 0,5 cem H,O nicht mischbar.) 

2eem 1°, ige Cinchonin-sulfat-lésung werden von 2ccem Salzlésung 
nach voriibergehender Triibung klar gelést; bei m-Di-kresyl-phosphat ist 
die Lésung ein wenig opaleszent. 1 cemn/10 NaOH wird vertragen, wahrend 
mit 2cem eine dicke Fallung eintritt. 

2cecem 1°, ige Cinchoninsulfat-lésung geben mit Leem n/ 10 NaOQk 
einen starken Niederschlag, der sich nach Zusatz von 3ccem p- oder m-Di 
kresyl-phosphat nicht lést. 

leem 1°, ige Brucinsulfat-losung geben mit leem m-Di-kresyl-phosphat 
lésung eine leicht opaleszierende Lésung. lcem 16°,ige NaOH wird 
vertragen, 1,2 cem geben eine reichliche Fallung. 

In leem 1°, iger Brucinsulfat-lésung erzeugt leem 16°,ige NaOH 
eine kraftige Fallung, die sich nach Zusatz von 1 cem m-Di-kresyl-phosphat - 
lésung vollig auflést. 


Werden 0,5 g Gelatine mit 5eem p- oder m-Di-kresyl-phosphat-lésung 
10 Minuten im siedenden Wasserbad erhitzt, so erstarren die Lésungen 
auch nach mehrtiégigem Stehen bei Zimmertemperatur nicht. (Eine Kon- 
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trole mit 0.5g Gelatine und 5ccm H,O erstarrt véllig innerhalb einer 
halben Stunde nach dem Erhitzen.) 

leem Menschenserum, mit 0,5cem m- oder p-Di-kresyl-phosphat - 
losung versetzt, koaguliert nicht in der Hitze. Wird mit 10 cem H,O ver- 
dunnt, so tritt tretzdem beim Erhitzen keine Koagulation ein. Mit einigen 
Tropfen Essigséure entsteht aber sofort eine Flockung. (In den Kontroll- 
versuchen mit Serum und den entsprechenden Mengen H,O erfolgt 
beim Erwaérmen glatte Koagulation. ) 

Die hydrotropischen Salzlésungen verhindern somit bei Serum nur 
die Hitzekoagulation, nicht die Saureflockung. 

Ein Lésungsvermégen der Di-kresyl-phosphate wurde qualitativ 
noch fir folgende Substanzen festgestellt: Iso-amylalkohol, 'Toluol, 
d, 1-Fenchylalkohol, Cholesterin, Casein, Chinin. 








—— 


Uber den Stickstoffumsatz bei Bac. mycoides. 


VI. Mitteilung: 
Uber Ausnutzung verschiedener Stickstoffquellen durch den Bae. mycoides. 


Von 
E. Glinka-Tschernorutzky. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des |. Leningrader Medizinischen 
Instituts.) 


(Eingegangen am 7. Mai 1933.) 


Trotz des reichhaltigen Schrifttums iiber die Zersetzung der Eiweil}- 
stoffe durch Mikroorganismen bleibt vieles auf diesem Gebiet unauf- 
geklirt. In welcher Form verlaiuft die Resorption der Eiweibstoffe / 
Kénnen Mikroorganismen Aminosiiuren als einzige Stickstoffquelle 
ausnutzen, oder brauchen sie kompliziertere Eiweibkomponenten / 
Koénnen die EiweiBstoffe durch anorganische Verbindungen des Stick- 
stoffs ersetzt werden, wenn eine andere Quelle fiir Kohlenstoff vor- 
handen ist ? 

Nach Schierge (7) miissen die EiweiBstoffe fiir ihre Resorption 
durch die Mikroorganismen zuerst der hydrolytischen Spaltung unter 
der Einwirkung bakterieller Proteasen anheimfallen. Die auf diese 
Weise entstandenen einfacheren Bruchstiicke des Eiweifmolekiils, 
vorzugsweise Aminosduren, erleiden weitere Verainderungen, die mit 
der Tatigkeit der lebendigen Zelle verkniipft sind (Oxydation, De- 
carboxylierung, Desaminierung usw.), und werden zu_ plastischem 
Aufbau verwendet. 

Viele Mikroorganismen scheiden in der Tat in den umgebenden 
Nahrboden Fermente aus, welche die urspriingliche Spaltung des 
EiweiBmolekiils verwirklichen. Diese Fermente kénnen auch aus den 
Bakterienleibern mittels bestimmter Bearbeitung derselben gewonnen 
werden, wie viele Forscher gezeigt haben [Macfadyen (5), Avery 
und Cullen (1), Waksman (8), Stevens und West (6), Glinka- T'scherno- 
rutzky (2) u.a.]. Unter dem EinfluB dieser Fermente geht die Spaltung 
des EiweiBmolekiils bis zum Stadium der Aminosauren. Die Des- 
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aminierung und Ammoniakbildung fehlt fast ganzlich {[Aendall und 
Keith (4)]. 

Unsere Versuche sind mit Kulturen von B. mycoides angestellt. 
In allen Fallen verwendeten wir den einen farblosen Stamm des 
B. mycoides, den wir aus der bakteriologischen Abteilung des /nstituts 
fiir experimentelle Medizin erhalten hatten.  B. mycoides laBt sich 
bekanntlich auf Nahrbéden mit Pepton oder Gelatine gut ziichten, 
indem er zuerst ein dichtes Hautchen auf der Oberflache bildet, das 
mit der Zeit zerreiBt und sich teilweise auf den Boden niederschlagt, 
wobei die Fliissigkeit sich etwas tribt. 

Die erste Versuchsserie ist auf einem mineralischen Nahrboden 
von der Zusammensetzung: MgSO,7H,O 05g, K,HPO, 10g, 
NaCl 0,1 g, FeSO, 0.02 g, CaCl, 0.1 g, Aqua dest. 1000,0 cem  an- 
gestellt. 

Als Stickstoffquelle dienten Ammoniumsalze in der Menge 0,1 °,: 
als Kohlenstoffquelle Glucose in der Menge 1°,. Die Ziichtung geschah 
in Krlenmeyer-Kolben von 50cem. Die Menge des Nahrbodens 
betrug 10cem. Die Alkalinitét wurde auf py = 7,8 gebracht. Die 
Versuchstemperatur betrug 30°C. 

Unter den genannten Bedingungen (vgl. Tabelle I) kam ein  be- 
friedigendes Wachstum nur auf dem Nahrboden mit phosphorsaurem 
Ammonium zustande!, 


Tabelle I. 


Finftagige Kultur von Bac. mycoides. 





Mineralische 


Mineralische Lisung Mineralische 
a : Mineralische Losung + 0,5 9/5 Losung 
Stickstoffquelle Lisung + 0,5 % 5 Glucose + O1° 
Glucose + 0.1 Ap Ky HPO, 
K, HPO, 

Ammoniumphosphat, 0.1% . . _ ++ + + 
Ammoniumcehlorid, 0.1% .. . — } +? 
Ammoniumsulfat, 01°, .... - _ + as 
Milchsaures Ammonium, 0.1% . — + + + 
Oxalsaures Ammonium, 0.1% . - + ++ 


Ammoniumearbonat, 0.1% . . - — + 
Kaliumnitrat, 0.2%. . - 


Beim Hinzufiigen zum Nahrboden des zweibasischen phosphor- 
sauren Kaliums in der Menge von 0,1 °, (im ganzen 0,2°,) lieB sich ein 
gutes Wachstum auf allen Ammoniumsalzen beobachten.  Jedoch 

! Ein gewisses, sehr schwaches Wachstum, das sich aut den Nahrboden 
mit Ammoniumehlorid, -lactat und -oxalat beobachten lieB, ist wohl auf 
Rechnung der Spuren des Nihrbodens zu setzen, die beim Uberziichten 
mitgenommen werden. P 
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ist zu vermerken, daB das Wachstum auf Nahrbéden mit Ammonium- 
salzen erheblich dem auf Peptonnihrbéden nachsteht. Es verandert 
sich auch der Charakter des Wachstums: es entsteht nur eine leichte 
flockige Suspension, und niemals bildet sich eine ununterbrochene 
Membran auf der Oberflache. 

Bei wiederholten Umziichtungen nun schon mit dem mineralischen 
Nahrboden verbessert sich das Wachstum. So gab z. B. in den Ver- 
suchen auf dem Niaihrboden mit phosphorsaurem Ammonium die erste 
Ziichtung, die unmittelbar aus der Kultur ausgefiihrt wurde, nach 
2 Tagen ein schlechtes Wachstum, nach 4 ‘Tagen ein befriedigendes 
und nach 6 Tagen ein gutes. Bei der zweiten Umziichtung kam ein 
gutes Wachstum nach 3 Tagen zustande. Die folgenden Passagen 
(3, 4, 5 und 6) gaben ein gutes Wachstum schon nach 24 Stunden. 

Die zweite Versuchsserie ist auf einem mineralischen Nahrboden 
angestellt, zu dem als einzige Stickstoffquelle irgendeine Aminosiure ! 
in der Menge 0,1°% hinzugefiigt wurde. Die Zusammensetzung des 
mineralischen Nahrbodens und die iibrigen Versuchsbedingungen 
blieben dieselben wie in der ersten Versuchsserie. 

Kin befriedigendes Wachstum, aber etwas schlechter als im Beisein 
der Ammoniumsalze, kam auf Nahrbéden mit d, |-Alanin, |-Asparagin- 
siure, d-Glutaminsiure, ]-Prolin und 1-Oxyprolin (vgl. Tabelle II) 
zustande; ein schlechtes Wachstum und nur bei reichlicher Umziichtung 
beobachteten wir auf Nahrbéden mit Glykokoll (besser im Beisein 
eines Uberschusses von K,HPO,), d, l-Serin, d-Arginin und 1-Trypto- 


Tabelle II. 


Fiinftagige Kultur von Bac. mycoides. 











2 le 8 SO, 
Be et ae 
Stickstofyuelle 3 | BF - wl Stickstoffquelle 
+ 
Glykokoll - al ++ 1-Oxyprolin + ++ 4 
d, 1-Alanin +) ++) ++ 1-Histidinmonochlor- 
d, 1-Serin + + + hydrat +| + + 
d, 1-Valin -- - te d-Arginin - a + 
1-Leucin —/| + t d-Lysindihydrochlorid — — + 
l-Asparaginsaure + ++ ++ 1-Cystin _-_ — — 
d-Glutaminsiure + +- +4 d, 1-Phenylalanin os — — 
1-Prolin +)/++,) ++ 1-Tyrosin _- —- — 


! In allen Fallen gebrauchten wir reine Praparate der Aminosaéuren 
von £'. Hoffmann-La Roche & Co. 
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phan. Auf den Nahrboden mit d-Lysin (d-Lysindihydrochlorid) kam 
Wachstum nur im Beisein eines Uberschusses von K,HPO, (0,2 °,) 
zustande. Ein sehr schlechtes Wachstum hatten wir auf d, |-Valin, 
|-Leucin und |-Histidin (l-Histidinmonochlorhydrat). Endlich fehlte 
das Wachstum ganzlich auf Nahrbéden mit d, ]-Phenylalanin, I-Tyrosin 
und |-Cystin; die letzteren Aminoséuren sind im Wasser wenig léslich, 
weshalb ihre Menge im Nahrboden anscheinend unzureichend ist 
wodurch sich wohl das vollige Fehlen des Wachstums erklirt. 

Die letzte Versuchsserie ist mit einer Mischung der Aminosduren 
angestellt. Zu dem mineralischen Grundnahrboden sind 15 Amino- 
siuren hinzugefiigt, von denen acht (Glykokoll, d, 1-Alanin, d, l-Phenyl- 
alanin, d-Glutaminsiure, l-Asparaginsiure, |-Leucin, d-Arginin und 
d, l-Valin) in der Menge 0,05 % und die iibrigen sieben [l-Cystin, l-'Trypto- 
phan, 1-Tyrosin, 1-Prolin, l-Histidin (Histidinmonochlorhydrat), d-Lysin 
(d-Lysindichlorhydrat) und d, l-Serin] in der Menge 0,025 ° 

Auf dem Gemisch der Aminosaiuren wie in Anwesenheit in Glucose 
als auch ohne dieselbe kam ein gutes Wachstum in Form einer ununter- 
brochenen Membran zustande, das dem Wachstum auf Nahrbéden 
mit Pepton nicht nachstand. 

In der Tabelle III sind die quantitativen Verhaltnisse zwischen 
dem Wachstum des B. mycoides auf verschiedenen Nahrbéden angefiihrt. 
Die Verhaltnisse sind nach der Menge des Stickstoffs in den B. mycoides- 
Leibern berechnet, die auf 10 ccm des entsprechenden Nahrbodens im 
Laufe von 7 Tagen bei 30° C geziichtet sind. Nach Ablauf der genannten 
Frist wurden die Bakterienleiber durch ein gehartetes Filter abfiltriert, 
sorgfaltig vom Nihrboden abgewaschen und nach Kjeldahl verbrannt. 
Jede Zahl ist ein Mittel aus sechs Analysen. 


Tabelle ILI. 
Bakterienleiberstickstoff in einer siebentigigen Kultur von 
B. mycoides. 





Stickstoft 


N&hrboden 
in img 
0.5% Pepton-Witte . ; ‘=a Ota ae eae ee 0,865 
0, 5% Pepton- Witte + 0.5 oO o% Glue —— + + Ome ee Oe & 8 4 0,878 
Gemiech von Aminosiuren . . eR a eae eee eee 0.901 
Gemisch yon Aminosiiuren + 0,5° a " Glucose . aS aden Tred ea 0.908 
Mineralische Lésung + 0,2°,, KgHPO, + 01°, NH,Cl+ 05° 
Glucose ... RAEI.” 5 ae gee ges en 0,354 
Mineralische Lisung + 0,1% Ammoniumphosphat + 0.5% Glu- 
Ds Gans wi Ghee & ae Ga ee & 6 Se eee 0,380 


Nicht ganz klar bleibt die Rolle der Phosphate. Aus den Versuchen 
ersieht man, daB die Ammoniumsalze von B. mycoides nur im Beisein 
einer geniigenden Menge des phosphorsauren Kaliums assimiliert 
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werden. Jedoch tibt das phosphorsaure Kalium auf die Ausnutzung 
der Aminosiuren (mit Ausnahme des Glykokolls und d-Lysindihydro- 
chlorids) keinen EinfluB aus. Indessen kann die Assimilierung der 
Aminosaduren augenscheinlich nur durch vorléufige Desaminierung 
und nachfolgende Assimilierung des Stickstoffs in Gestalt des Ammoniaks 
verlaufen. Zugunsten dieses Umstandes spricht die vorstehend angefuhrte 
Beobachtung vieler Forscher, daB nur auf Nahrbéden mit Ammonium- 
salzen geziichtete Mikroorganismen sich auch auf Nahrbéden mit 
Aminosiuren entwickeln kénnen. 


Zusammenfassung. 

B. mycoides entwickelt sich befriedigend auf einem mineralischen 
Nahrboden mit Ammoniumsalzen, wenn zum Nahrboden eine ge- 
niigende Menge (0,2°,) zweibasischen phosphorsauren Kaliums hinzu- 
gefiigt ist. 

Einzelne Aminosauren, mit Ausnahme des schwerléslichen |-Cystins, 
d, l-Phenylalanins und |-Tyrosins, kénnen auch als Stickstoffquelle fiir 
den B. mycoides dienen, aber das Wachstum auf diesen Lésungen ist 
erheblich schlechter als auf Pepton. 

Die Zunahme des phosphorsauren Kaliums im Nahrboden wbt 
keinen Einflu8 auf die Assimilation einzelner Aminosduren mit Ausnahme 
des Glykokolls und des d-Lysindihydrochlorids aus. 

Auf einem Gemisch einer grofen Anzahl reiner Aminosduren 
(15 Aminosiuren) gibt B. mycoides ein tippiges Wachstum, das dem 
Wachstum auf Pepton nicht nachsteht. 


Literatur, 
1) O. T. Avery u. G. E. Cullen, J. Exper. med. 82, 538, 1920. 
2) Glinka-Tschernorutzky, diese Zeitschr. 206, 308, 1929. — 3) J. Gordon 
u. J. W. M’Leod, J. of Pathol. and Bact. 29, 1, 1926. — 4) A.J. Kendall 
u. H. R. Keith, J. Int. Dis. 38, 193, 1926. — 5) A. Macfodyen, J. Anat. u. 
Physiol. 26, 409, 1892. — 6) F. A. Stevens u. R. West, J. Exper. Med. 35, 
823, 1923. — 7) Schierge, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 50, 680, 1926. — 


8) S. A. Waksman, J. Bact. 3, 509, 1918. 
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Uber gravimetrische Cholesterinbestimmung 
und eine Methode zur Cholesterinanalyse von Organgeweben. 


Von 
Bo Ewert. 
(Aus der Psychiatrischen Klinik der Universitat Upsala.) 
(Eingegangen am 10. Mai 1933.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die beiden wichtigsten Arten der Methoden zur Cholesterinanalyse 
sind die kolorimetrischen und die gravimetrischen. Die ersteren besitzen 
bekanntlich den Vorzug, daB sie ihrem Wesen nach Mikromethoden 
sind; andererseits sind aber gegen die kolorimetrischen Methoden 
verschiedene Einwiirfe erhoben worden, auf die hier nicht naher ein- 
gegangen werden kann. Es sei nur kurz darauf hingewiesen, daB z. B. bei 
der Extraktion von Blut und Geweben leicht Oxycholesterin gebildet 
wird, welches bei der Liebermann-Burchardschen Probe eine von der 
des Cholesterins verschiedene Geschwindigkeit der Farbenentwicklung 
zeigt (Mueller): ferner sollen nach einigen Autoren auch die Cholesterin- 
ester nicht nur eine andere Geschwindigkeit (Page, /rvine und Rudy), 
sondern auch einen anderen Farbenton als Cholesterin (Gardner und 
Williams, Gardner und Fox, Mancke) geben, wodurch die Genauigkeit 
bei der Bestimmung von Cholesterin und seiner Ester beeintrachtigt wird. 


Da Serienuntersuchungen bei Organanalysen nur selten in Betracht 
kommen und daher das zugingliche Material nicht besonders begrenzt 
ist, habe ich mit Riicksicht auf die oben angefiihrten Umstande fiir 
meine Zwecke eine gravimetrische Digitoninmethode gewahlt. Die 
einzelnen Momente des Analysenganges, der im folgenden ausfiihrlich 
beschrieben wird, sind einer kritischen Priifung unterzogen worden 
und werden unten erértert. Meine Untersuchung zielte auf die Analyse 
von Nebennieren ab, die Methode laBt sich aber ohne prinzipielle 
Schwierigkeiten auch bei der Analyse anderer Organe anwenden 
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Beschreibung der Methode. 
Zerkleinerung des Materials, Extraktion und Reinigung des Extraktes. 


1. Das Organ, von dem so viel zu nehmen ist, da®B die Menge freies 
bzw. gebundenes Cholesterin zwischen 2 und 20mg liegt, wird gewogen 
und in einer Reibschale mit feinem Quarzsand verrieben. (Der Sand wird 
durch Auskochen mit HCl, Waschen mit Wasser, Trocknen und neuerliches 
Waschen mit Ather vorbehandelt.) Das Gemisch von Sand und zerkleinertem 
Material wird in eine Filterkerze gebracht, das Pistill und die Reibschale 
werden mit kleinen Mengen Sand gereinigt und dieser ebenfalls in die Filter- 
kerze tibergefiihrt. 

2. Extraktion im Soxhlet mit absolutem Alkohol, 2 Stunden lang. 

3. Weitere Extraktion mit Ather, 2 Stunden lang. 

4. Die vereinigten Extrakte werden bei vermindertem Druck und 
unter Kohlenséuredurchleitung eingedampft, in 10 cem Chloroform gelést 
und durch ein kleines Papierfilter von etwa 2,5cem Durchmesser filtriert. 
Der Kolben und das Filter werden fiinfmal mit Je 2cem Chloroform ge- 
waschen. 

5. Der Chloroformextrakt wird bei vermindertem Druck unter Kohlen- 
siuredurchleitung auf etwa lccm eingedampft. Sollte die Eindampfung 
zu weit gehen, so kann man die sich ergebende zihe Masse wieder in 1 cem 
Chloroform in Lésung bringen. 

6. Man fiigt 2cem Alkohol zu, filtriert, um eventuelle Siedestein- 
fragmente zu entfernen, durch ein kleines Filter und spiilt Kolben und Filter 
mehrmals mit je 1eem Alkohol, bis das Filtrat, das am besten in einer 
kleinen Mensur aufgenommen wird, ein Volumen von 10cem erreicht. 


Fadllung mit Digitonin, Filtrieren und Wadgen der Fdllung. 

7. Zu den 10 cem Alkoholextrakt (wenn geringe Mengen Cholesterin 
erwartet werden, kann es vorteilhaft sein, den Extrakt auf ein kleineres 
Volumen einzudampfen, damit auch die anzubringende Korrektion einen 
kleineren und sichereren Wert annimmt) setzt man im allgemeinen 10 cem 
Digitoninlésung (1°,ige Lésung in 80°,igem Alkohol von Digitonin eryst. 
Merck, 2 Stunden im Vakuum bei 100° iiber Phosphorpentoxyd getrocknet ). 
Um die Fallung zu vervollstandigen, li8t man die bedeckte Mensur 12 bis 
24 Stunden stehen. Erwarmen nach dem Digitoninzusatz ist tiberfliissig. 

8. Man saugt durch Filtertiegel ab (Staatliche Porzellanmanufaktur, 
0, 11033, A,), wobei weitgehendes Trockensaugen der Fallung zu vermeiden 
ist, da sie sonst derart zusammengepreBt wird, daB weiteres Filtrieren 
und Auswaschen sehr erschwert ist. 

9. Die Fallung wird zweimal mit je 5 cem frisch filtrierter, gesattigter 
Cholesterindigitoninlésung und dann zweimal mit je 5 cem Ather gewaschen. 

10. Der Tiegel wird dann wenigstens 3 Stunden lang bei 100° getrocknet 
und nach dem Erkalten gewogen. Da die Fallung hygroskopisch ist, miissen 
die Wagungen unter den gebrauchlichen VorsichtsmaBnahmen im Wage- 
glaschen erfolgen. 

Verseifung. 


11. Das Filtrat von der obigen Fallung mit den vereinigten Wasch- 
fliissigkeiten wird, wie oben beschrieben, eingedampft, und der Riickstand 
mit etwa 10cem Ather ausgelaugt. Man filtriert und wascht Kolben 
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und Riickstand fiinimal mit je 2cem Ather. Das Filtrat wird zweckmaBig 
in einem Wiegeglaéschen aufgesammelt und auf | bis 2ccm konzentriert. 

12. Zu dieser Lésung setzt man ein gleiches Volumen frisch bereiteter 
Natriumalkoholatlésung (1g metallisch blankes Natrium auf 20 ccm 


oO 


absoluten Alkohol entsprechend 15°,igem Natriumalkoholat). Man 1abt 
bei Zimmertemperatur 24 Stunden stehen. 

13. Man neutralisiert mit alkoholischer Salzséure (Alkohol mit H Cl-Gas 
gesaittigt) mit Phenolphthalein als Indikator. 

14. Man filtriert durch ein Filter von etwa 5cm Durchmesser und 
wischt Wageglaischen und Fiallung mit Alkohol, bis das Filtrat 10 cem 
betragt. (Je nach der Menge des zu erwartenden Cholesterins kann dieses 
Volumen durch Alkoholzusatz vergréBert oder durch Eindampten ver- 
kleinert werden.) 

15. Filtrieren und Wagen wie bei 8. 

Beziiglich Berechnung der Analysen siehe unten. 


Diskussion der Methode. 
I. Zerkleinerung und Extraktion des Materials. 

Von den verschiedenen Verfahren zur Zerkleinerung des Materials, 
wie unmittelbares Zerquetschen, Mahlen in der Latapiemiihle, Schneiden 
im Gefriermikrotom, hat sich das Zerreiben mit Sand am zweckmabigsten 
erwiesen. Die Zerteilung laBt sich dabei ohne Schwierigkeit so weit 
treiben, daB auch die widerstandsfihigen Bindegewebe zerrieben werden. 
Beim Arbeiten mit so fetten Organen wie die Nebennieren hat sich dieses 
Verfahren besonders vorteilhaft gezeigt. AuBerdem gibt der Sand die 
Méglichkeit, die Reibschale nach dem Zerkleinern des Materials quanti- 
tativ zu reinigen. 

Von einem Extraktionsverfahren hat man zu verlangen, daB es 
moéglichst quantitativ arbeitet, daB es nicht allzu zeitraubend ist und 
daB8 dabei keine unnatiirlich groBen Mengen teurer Lésungsmittel 
verbraucht werden. Man kénnte daher annehmen, daB Chloroform 
und Ather, welche das beste Lésungsvermégen fiir Lipoide besitzen, 
sich auch am besten zur Lipoidextraktion eignen; die Erfahrungen 
mit diesen Lésungsmitteln bei direkter Extraktion von Organen sind 
aber nicht ermutigend (Jowett und Lawson, Fex, Mueller). Der Grund 
dafiir liegt hauptsichlich in dem schlechten Durchdringungsvermégen 
dieser mit Wasser nicht mischbaren Lésungsmittel fiir Material mit 
Feuchtigkeitsgehalt. Ihre Wirkung kann erst nach Entfernung der 
Feuchtigkeit zur Geltung kommen. Diese Entwasserung hat man durch 
Trocknen an der Luft durchgefiihrt (Hess, Thaysen u. a.), wobei jedoch 
die Gefahr nicht wiinschenswerter Verainderungen des Cholesterins 
vorliegt. Diesen Nachteil hat man durch Trocknen bei niedriger Tem- 
peratur zu umgehen versucht, wodurch sich aber der Trocknungs- 
vorgang sehr in die Lange zieht. Auch das Entwassern mit wasserfreiem 
Calcium- oder Natriumsulfat kann die Léslichkeitsverhaltnisse gewisser 
Lipoide beeinflussen. 








ee Sate 


152 Bb. Ewert : 


Eine rasche und die Lipoide nicht ungiinstig beeinflussende Ent- 
wisserung des Materials laBt sich erzielen durch anfangliche Behandlung 
mit absolutem Alkohoi am besten im Soxhlet, an die sich eine Ather- 
extraktion anschlieBt, welche die noch zuriickgehaltenen Lipoide voll- 
stindig effektiv lésen kann. Bei derartiger Behandlung laBt sich er- 
warten, daB eine verhaltnismaBig kurze Extraktion zu einem quanti- 
tativen Ergebnis fiihrt. Um dies zu untersuchen, wurde eine Reihe 
Nebennierenproben vom Mensch nach dem Zerkleinern mit Sand im 
Soxhlet 2 Stunden mit absolutem Alkohol und daran anschlieBend 
2 Stunden mit Ather extrahiert (Extrakt I). Dann wurde ein zweiter 
Extrakt erhalten durch 12stiindige Extraktion in Alkohol und 12stiindige 
Extraktion in Ather (Extrakt II). Die Ergebnisse sind in Tabelle I 
zusammengefaBt. 


Tabelle I. 











Extrakt I Extrakt II 
—— Freies Gebundenes | Gesamt- Gesamt- ed et ‘ 
Materials Cholesterin Cholesterin cholesterin cholesterin ah eee 
mach ae ee a | ae 

o _ °/o ms 0 me *lo mg lo cniedame 
0,8295 4,64 0,56 26,7 3,21 31,86 3,77 0,36 0,04 1,1 
0,9014 4,76 053 133 148 1857 2,01 0,36 0,04 1,9 
0,5758 3,16 | 0,55 | 9,74 1,69 12,91 | 2,24 0,17 | 0,03 1,3 
0,6602 3,37 0,51 | 104 1,58 13,77 2,09 0,17 0,03 1,2 
0,5100 2,69 0,53 7,70 1,51 1039 2,04 0,17 0,02 1,0 
Mittelwert: 0,03 1,3 


Aus Tabelle I geht hervor, daB sich im zweiten Extrakt durch- 
schnittlich nur 1,3°, des Gesamtcholesterins nachweisen liBt, d. h. daB 
durch je zweistiindige Extraktion mit absolutem Alkohol und Ather 
ungefahr 98,7 °,, des Gesamtcholesterins gelést werden. Wenn man sich 
mit dieser Extraktion begniigt, erhalt man bei den Bestimmungen 
einen systematischen Fehler, der jedoch, ausgedriickt in Prozenten 
Gesamtcholesterin der Nebenniere, im Mittel nur 3 Einheiten der zweiten 
Dezimale der Prozentzahl betragt: bei Aufteilung des systematischen 
Fehlers auf die Prozentzahlen freies und gebundenes Cholesterin, 
welche sich bei der Nebenniere im allgemeinen wie 1:3  verhalten, 
betrigt der EinfluB etwa 1 Einheit der zweiten Dezimale fiir freies und 
2 Einheiten fiir gebundenes Cholesterin. 


Man kann also zusammenfassend mit Recht behaupten, daB diese 
verhaltnismaBig kurze Extraktion des Materials fiir praktische Bediirf- 
nisse zufriedenstellende Resultate gibt. 
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Il. Reiniqgung des Extraktes. 

Bevor der Alkoholatherextrakt zwecks Digitoninfallung in Alkohol 
aufgenommen wird, muB er von den auBer den Lipoiden extrahierten 
Substanzen befreit werden. Dies erreicht man durch Aufnehmen in Chloro- 
form und Filtrieren. Der Alkoholitherextrakt wird eirgedampft, was zwecks 
Vermeidung von Oxydation des Cholesterins bei hohen Temperaturen 
unter vermindertem Druck und unter Kohlenséuredurchleitung erfolgt ; 
der Riickstand wird in Chloroform gelést, worauf man durch ein kleines 
Filter von 2,5em Durchmesser filtriert. Der Kolben wird fiinfmal mit je 
2cem Chloroform gewaschen, das man durchs Filter laufen laBt. 


Die letzteren Angaben der genauen Umstande sind durch eine besondere 
Versuchsreihe begriindet, in der gezeigt wurde, dab zum quantitativen 
Uberfiithren von 10 cem einer 1°,,igen Cholesterinlésung von einem Kolben 
(250-cem-Rundkolben) durch ein Filter der genannten CréBe wenigstens 
viermaliges Auswaschen mit je 2cem Chloroform nétig ist. 


Der filtrierte Chloroformextrakt wird eingedampft, was ebenfalls 
bei vermindertem Druck im Kohlensaurestrom erfolgt. Man darf nicht bis 
zur Trockne eindampfen, da man sonst einen Riickstand von Wachs- 
konsistenz erhalt, der sich dann nur sehr schwer in Alkohol lést. Man 
dampft daher nur auf etwa lcem ein und fillt mit Alkohol auf 10 cem 
auf, welches Volumen im allgemeinen fiir die Digitoninfallung vorteil- 
haft ist. Diese Lésung enthalt also etwa 10°, Chloroform, und es ware 
denkbar, daB~ diese Chloroformmenge die Digitoninfallung  ungiinstig 
beeinflussen kénnte. 


Besondere Versuche haben gezeigt, daB dies nicht der Fall ist. Erst 
wenn der Chloroformgehalt mehr als 30°, betragt, laBt sich sein Einflub 
auf die Fallung feststellen. 


Ill. Fadllung mit Digitonin, Filtrieren und Auswaschen der Fdllung. 

Hess Thaysen hat in seiner ausfiihrlichen Arbeit iiber die Digitonin- 
methode gezeigt, daB man zwecks quantitativer Fallung von Cholesterin 
mit Digitonin von letzterem einen UberschuB zusetzen muB, dessen 
Minimumwert bei verschiedenen Digitoninlieferungen zwischen 1,5 und 
2.59 4, schwankt. Spater hat Dam darauf hingewiesen, daB man beim 
Uberschreiten dieser von Thaysen angegebenen Minimalwerte eine Zunahme 
des Gewichts der Fallung mit wachsendem DigitoniniiberschuB erhalt. 
Diesen Zusammenhang hat Dam in einer Kurve dargestellt und darauf 
fuBend hat er eine Korrektionsmethode angegeben, mit der man bei be- 
kanntem DigitoniniiberschuB aus dem gefundenen Gewicht der Fallung die 
Menge tatsachlich vorhandenes Cholesterin berechnen kann. 


Die Korrektionskurve von Dam ist jedoch nicht allgemein anwendbar. 
Er gibt als die eine Veranderliche die Menge Digitonin in Prozenten der 
stéchiometrisch berechneten Menge an, ohne dabei auf die Konzentration 
in der betreffenden Lésung Riicksicht zu nehmen. Um aber eine Korrektions- 
kurve von allgemeinerer Giiltigkeit zu erhalten, muB man mit der Konzen- 
tration des UberschuBdigitonins rechnen, da eben diese Konzentration 
und nicht die absolute Menge des Uberschusses ausschlaggebend ist. Die 
Korrektionskurve von Dam bezieht sich auBerdem auf Lésungen, welche 
25mg Cholesterin in 5cem Alkohol enthalten, ein Cholesteringehalt, der 
sich bei Analysen nur schwer erreichen laBt, da dabei die Verhaltnisse 
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beim Auswaschen ungiinstig werden. Die Anwendung dieser Korrektions 
kurve auf Cholsterinlésungen von anderer Konzentration als die, fiir welche 
sie aufgestellt wurde, hat nicht zu brauchbaren Ergebnissen gefiihrt, ob 
wohl nach Dams Vorschlag fiir die Menge Cholesterindigitonid korrigiert 
wurde, welche in dem gréBeren Lésungsmittelvolumen in Lésung geht. 

Es war daher fiir meine Zwecke notwendig, an einer Reihe Cholesterin- 
lésungen mit Konzentrationen, wie man sie bei der Extraktion von Organen 
zu erwarten hat, den Zusammenhang zwischen der in Prozenten der Einwage 
ausgedriickten, aus dem Gewicht des Cholesterindigitonids berechneten 
Menge Cholesterin und der Konzentration des Digitoniniiberschusses fest- 
zustellen und durch Kurven darzustellen. 

Zu diesem Zwecke wurde folgenderweise verfahren. Zu verschiedenen 
Reihen Cholesterinl6sungen mit den Konzentrationen 20 bzw. 10, 5 und 
2 mg je 10 cem alkoholischer Lésung wurden aus einer korrigierten Biirette 
wechselnde Mengen 1°,iger Digitoninlésung zugesetzt. Die Mengen de 
einzelnen Zusaétze ergeben sich aus den Tabellen Il bis V. Das Gewicht 
der Fallung wurde dann in Ubereinstimmung mit den Vorschriften de1 
Methode bestimmt. Dieses Gewicht wurde mit dem theoretischen Faktor 
0.2431 multipliziert, und zu diesem Produkt wurde die gelést gebliebene 
Menge Cholesterindigitonid, ausgedriickt in Cholesterin, addiert (nach 
Windaus 0,004 g je 100cem 95°,igen Alkohol bei 18°), wobei voraus- 
gesetzt wurde, dab die Léslichkeit von Cholesterindigitonid in den hier in 
Betracht kommenden Alkoholkonzentrationen nicht nennenswert abweicht 
von denen, welche Windaus fiir 95°,igen Alkohol angibt, und daB ferner 
auch die Verschiedenheit der Konzentrationen des tiberschiissigen Digitonins 
keinen EinfluB auf diese Léslichkeit hat. Aus der in dieser Weise erhaltenen 
Summe wurde durch Multiplikation mit dem Faktor 3.1105 die theoretisch 
entsprechende Menge Digitonin berechnet und durch Subtraktion dieses 
Wertes von der tatsachlich zugesetzten Menge der Uberschu8 an Digitonin, 
dessen Konzentration in der Lésung in Promillen angegeben wurde. Die 
Ergebnisse sind in den Tabellen II bis V zusammengestellt. 


Tabelle IT. 


Cholesterinlésung mit einem Gehalt von 20 mg je 10 cem Lésung. 
l0cem Lésung mit variierenden Zusatzen Digitoninlésung. 





| 











“ wad = es = & 
BSB |SAS [S¥es|) oF 3 
c= “ese leZSt2 ES e 
$2 |s On |#as2 %  Mittel- Fa 
b $e Stes |ASSs ae wert co 
os | B28" \e.80| “2 E 
Om|| |S s& s 
mg js OE am | = 
| 77,8 | 18,90 | 0,68 19,58 | . — — on er 
772 18.74 | 0,68 19.42 | 19,50 97.5 60.5 9,5 0,56 
79,2 19,35 | 0,72 | 20,07 | , 
782 | 19,01 | 0,72 | 19,73 |j 19990 | 995 | 61,9 | 18,1 | 1,00 
80,3 | 19,52 | 0,80 | 20,32 ge” ci Te ' 
82,1 19,96 0,80 20,76 20,54 | 102.6 63.8 | 36,2 1,81 
81,8 | 19,88 1,00 | 20,88 || ea ) 
81,8 19,88 1.00 | 20,88 J | 20,88 104,3 64.9 85,1 3.4( 
80,0 19,37 1,60 | 20,97 \o5 - > oar = 99 
792 19.23 160 | 2083 | 20.90 104.5 65,0 | 235.0 5,8! 











3 
3 
3 
3 


W Oo 


SO OrOtHe me 


6. 
9. 





Zugesetzte 


= 


Ee 
SO SO CO 81) OL Ole & OO WDD 1D £0 


Ot 
— 





OlLs 
Iche 
ob 
riert 
eht. 


rin- 
nen 
yage 
eten 
est - 


net 
und 
ette 
de 
icht 
der 
ktor 
ene 
ach 
AUS - 
r in 
icht 
rher 
nins 
nen 
isch 


eCSeS 
nin, 
Die 





Cholesterinlésun 
l0cem Lésung 





CGravimetrische Cholesterinbestimmung. 155 


Tabelle III. 


g mit einem Gehalt von 10 mg je l0cem Lésung. 
mit variierenden Zusatzen Digitoninlésung. 





Gewicht 
der Fallung 





Gewicht der 


4, 
5, 


7 
5 
5 
2 
2 


wot 


sterin 


FaAllung . 0,2431 
mg Chole- 


8.41 
8,39 
9,09 
8,97 
9.60 
9,55 
9,93 
10,05 
10,14 
10,20 
10,25 
10,32 
10.44 
10,49 
10.57 
10,60 
10,20 
10,32 








2 Sst 224% 
ES Mittel- S855 85s4 
. a i wees |eeet 
mg a mg mg : 
me 1 892 89.2 27,8 320.26 
931 | 953 953 29,7 43 0,32 
1016 \ i014 1014 816 | 74 | 0,58 
Weg | 10,56 105.6 329 14,1 0,96 
Orbe | 10,79 107.9 336 214 1,38 
yey | 10,94 1094 B41 27,9 1,72 
on 111,24 1124 352 578 2,99 
an 11141 1141 35,7. 883 3.93 
ty ! 11,90 119.0 37,0 2730 6,65 


Tabelle IV. 


Cholesterinlésung mit einem Gehalt von 5mg je l0cem Lésung. 
l0cem Lésung mit variierenden Zusatzen Digitoninlésung. 
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Tabelle V. 


Cholesterinlésung mit einem Gehalt von 2mg je l0cem Lésung. 
l0cem Lésung mit vwariierenden Zusatzen Digitoninlésung. 





| Mittelwert chon (“ber Konzen- 
3et7 Ss £ - re aj ver- rati s 
Anzahl Soaeease —— denes schiissiges Tastes 
Bestim- aon z Chole- é(M) o Digitonin Digitonin iiber- 
mungen — sterins berechnet berechnet schusses 
ecm mg mg mg % 60 
5 1 2,33 + 0,06 + 0,10 7,25 2,75 0,25 
6 2 2,50 +0,06 + 0,11 4.CU|l COS 1,03 
6 3 2,73 + 0,07 | + 0,12 8,49 21,51 1,65 
6 5 2,81 + 0,02 | + 0,13 8,75 41,25 2,75 
6 7 2,87 + 0,14 | + 0,23 8,93 61,07 3,59 
6 10 3,16 + 0,09 | + 0,16 9,82 90,08 4,50 


Bei Bestimmung der Korrektionskurve fiir die Cholesterinkonzen- 
tration 2mg in lv cem Lésung muBte in etwas anderer Weise vorgegangen 
werden. Die Methode fiir Fallung, Filtrieren und Wagung ist namlich 
mit einem gewissen Fehler behaftet, der bei den einzelnen Messungen um 
etwa 0,15 mg Cholesterin variiert (siehe diesbeziiglich weiter unten). Bei 
der Analyse von Lésungen, welche nur 2 mg Cholesterin in 10 ccm enthalten, 
besitzt dieser Fehler denselben absoluten Wert wie bei der Analyse von 
Lésungen mit 20mg in 10 ccm, im ersteren Falle ist aber der prozentuale 
Fehler zehnmal gr6éBer als in letzterem Falle. Dies hat zur Folge, daB in 
einer graphischen Darstellung mit Prozenten wiedergefundenes Cholesterin 
als Ordinate dieser Fehler bei der geringen Konzentration sich so stark 
auswirkt, daB es nicht mehr méglich ist, die Kurve graphisch auszugleichen. 
Ich habe daher aus mehreren Messungen den Mittelwert in Milligramm 
Cholesterin sowie die Dispersion der MeBreihe und den durchschnittlichen 
Fehler des Mittelwertes berechnet und dann in ein Koordinatensystem 
die absoluten Zahlen fiir das wiedergefundene Cholesterin als Ordinaten 
und Promille DigitoniniiberschuB als Abszissen eingetragen und in diesen 
Punkten durch vertikale Strecken den durchschnittlichen Fehler der Or- 
dinate markiert. Durch diese Punkte mit ihren anschaulich dargestellten 
durchschnittlichen Fehlern lieB sich dann leicht eine graphisch ausgeglichene 
Kurve ziehen. Aus dieser Kurve habe ich dann die Prozente wiedergefun- 
denes Cholesterin fiir die verschiedenen Werte des Digitoniniiberschusses 
entnommen, und die derart erhaltenen Werte liegen der Kurve fiir 2 mg 
Cholesterin in 10 cem Lésung der Abb. 1 zugrunde. Es wiirde zu weit fiihren, 
hier alle Primarwerte der zahlreichen Analysen anzugeben. Um aber eine 
Darstellung der Korrektionskurven in gréBerem MaBstab zu erméglichen, 
was bei analytischen Arbeiten auf diesem Gebiet erwiinscht sein kann, 
teile ich in Tabelle V die Mittelwerte der aus dem Gewicht der erhaltenen 
Fallung berechneten Menge Cholesterin mit, ferner die durchschnittlichen 
Fehler dieser Mittelwerte und die Dispersion, welche Werte die Unterlagen 
beim Zeichnen der ausgeglichenen Kurve bildeten. 


Die mit Hilfe der in den Tabellen II bis V angefiihrten Werte ge- 
zeichneten Kurven sind in Abb. 1 wiedergegeben. Aus diesen Kurven 
ergibt sich, daB die aus der Fallung berechnete Cholesterinmenge mit dem 
DigitoniniiberschuB zunimmt und daB man _ bei niedrigen Cholesterin- 
konzentrationen prozentual héhere Cholesterinwerte findet als bei hohen. 
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Die Kurven zeigen ferner fiir Digitoninwerte tiber 1,5° 4) einen im allgemeinen 
veradlinigen Verlauf. 

Mit Hilfe dieser Kurven kann man in Anlehnung an die Vorschriften 
von Dam die aus der Fallung berechnete Cholesterinmenge korrigieren, 
so daB man den wirklichen Gehalt der Lésung an Cholesterin findet. 
Man verfahrt dabei folgendermaBen. 
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None zentration des Ligitorniiberschusses 
Abb. 1. 


Das durch Wagung bestimmte Gewicht der Fallung wird durch 
Multiplikation mit 0,2431 auf Cholesterin umgerechnet. Dazu addiert 
man den Cholesterinwert des im vorhandenen Volumen Alkohol ge- 
listen Cholesterindigitonids; diese Summe, die einen praliminaren 
Cholesterinwert darstellt, wird mit Chol). im. bezeichnet. Dieser 
Wert ist, um die korrigierte Menge Chol,,,, zu ergeben, mit 100 K 
zu multiplizieren, wo K die aus der Kurve zu entnehmende Korrektions- 
groBe (= Prozente wiedergefundenes Cholesterin) ist. Zur Bestimmung 
der KorrektionsgréBe muB man die Konzentration des Digitonin- 
iiberschusses kennen, der sich jedoch nur angendhert bestimmen laBt 
durch Multiplikation der oben genannten Summe Chol)p jj, mit 
3,1105 und Subtraktion dieses Produktes von der angewandten Menge 
Digitonin. Dieser Wert weicht jedoch nur unbedeutend von dem wirk- 
lichen UberschuB8 ab, so lange man sich an die Teile der Korrektions- 
kurven halt, die nahezu geradlinigen Verlauf besitzen, d. h. wenn der 
DigitoniniiberschuB gréBer als 1,5° 9 ist. Mit Hilfe dieses Wertes der 
Konzentration des Digitoniniiberschusses entnimmt man aus Abb. 1 
die entsprechenden Ordinaten fiir die beiden Kurven, zwischen denen 
Chol, ,iim, liegt und zwischen diesen Werten interpoliert man die 
gesuchte Korrektionsgr6Be K. Bei dieser Interpolation erhalt man 
natiirlich nur einen angenaherten Wert von A, dessen Unsicherheit 
auBerdem um so gréBer ist, je kleiner die Cholesterinkonzentration 
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der Lésung ist. Wie sich aber aus der unten in Tabelle VI wieder- 
gegebenen Versuchsreihe entnehmen laBt, gibt diese Korrektion fii 
den praktischen Gebrauch zufriedenstellende Resultate. 


Beispiel: 10cem unbekannte Cholesterinlésung + 10 cem Digitoninlésuny 


Gewicht der Fallung 64,3 mg. 


Cholpralim. = 64,3 . 0.2431 4- 20. 0,04 16,42. 
Verbrauchtes Digitonin 16,42 . 3,11 51,1 mg. 
DigitonintiberschuB 100 — 51,1 48,9 mg. 


Konzentration des Digitoniniiberschusses 48.9: 20 2,45°/,, 
AK wird zwischen den Kurven fiir 10 und 20 mg interpoliert, 
auf denen man die Werte 111,5 bzw. 103 abliest. Die Differenz 


zwischen diesen Werten = 8,5. 
8,5 
K = 111,5— 6,42 -—— 110,3, 
K 1 ) 3,4 10 
110,3 i 
Cholkorr. 16,42: 100 = 14,88 mg. (Im Versuche, von den 


die obigen Zahlenwerte stammen, waren 15 mg Cholesterin 
eingewogen worden.) 


Um zu zeigen, wie die Korrektion in der Praxis ausfallt, wird in Ta 
g 


belle VI eine Versuchsreihe angefiihrt. Das Ausgangsvolumen der Chole- 
sterinlésung betrug bei diesen Analysen 10 ccm. 


Tabelle VI. 
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Su | Ske S35 of 
gs | =o | 223 . | a 
si sus TEE k 2 Be 
3° | Bbw Bg0 & | we 
" Sae Sy . - 
=» te & 

mg . Ss mg mg %o0 mg mg 
85 207 0,56 2638 82 21,8 1,68 1298 2,02 ) 

92 224/060 2,84 88 41,2 2,75 1356 2,09 , 2,00 
91 2211080 301 94 906 454 1439 2,09 | 

132 3,21 | 0,56 3,77 11,7 | 28,3 2,02 124.8) 302) ao 
13.2 3.211 0,56 3,77) 11,7 283 2,02 1248 302); ” 
22,1 5,87 0,60 5,97 18,5 31,5 210 1158) 516 | =o, 
22.0 535/060 595 185 31,5 210 1159) 514] ” 
30,0 7,29 0,64 7,93) 24,6 354 2,21 | 113,7| 6,98 | 
30.0 7,29' 064 7,93 246 35,4 | 221 | 1137) 698) % 
42,9 10,43 0,80 11,23 34,9 65,1 3,26 | 1118 10,04 | 45 99 
42.7 10,38 080 11,18 348 65,2 326 1119) 10,00 | *” 
64,3 15,62 080 1642 51,1 489 245 1103) 14,88 | 45 9p 
64,3 15.62 1,00 16,62 51,7 982 392 1124 14,80 | *” 
80,4 19.54 0,80 20,34 63,2 368 1,84 102.5 19,85 | 99 99 
80,4 19,54 0,80 20,34 632 368 1,84 1025 19,85 ’ 


Aus Tabelle VI ergibt sich, daB die ohne Korrektion berechneten 
Cholesterinwerte sowohl bei Berechnung direkt aus der Fallung als auch 
bei Beriicksichtigung des in Lésung verbleibenden Cholesterindigitonids 
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Kolumne 3 und 5) von den Einwagen bedeutend abweichen, daB sie aber 
lurch die Korrektion in nahe Ubereinstimmung mit den Einwagen gebracht 
werden. Die geringe Anzahl der Analysen gestattet keine eingehende 
statistische Bearbeitung des Materials; auf jeden Fall laBt sich aber aus 
den Werten entnehmen, daB die prozentualen Abweichungen bei den 
niedrigen Cholesterinkonzentrationen im allgemeinen gréBer sind als bei 
den hohen. Dies laBt sich einerseits darauf zuriickfiihren, daB der absolute 
Wert des Fehlers bei Wagung der Fallung ungefahr konstant ist, weshalb 
sein prozentualer EinfluB bei den kleinen Fallungsmengen gréBer ist. und 
andererseits darauf, daB die Bestimmung von A bei den niedrigen Konzen- 
trationen weniger genau ist. 

Diese Korrektion fiir verschiedene Cholesterin- und Digitoninkonzen- 
trationen ist besonders wichtig bei Organanalysen, bei denen man mit 
bedeutenden Variationen des Cholesteringehalts rechnen mu, ohne bei 
sjeginn der Analyse einen Anhaltspunkt fiir die Schatzung der zu erwartenden 
Cholesterinmenge zu besitzen. Insbesondere bei Mikromethoden, bei denen 
man mit niedrigen Cholesterinkonzentrationen arbeitet, bei denen ja der 
EinfluB des Korrektionsfaktors am gréBten ist, besitzt dieses Verfahren 
groBe Bedeutung. Wenn es sich um die Analyse von Plasma handelt, 
wo Ja die Variationen verhaltnismaBig gering sind, kann man sich méglicher- 
weise des von Miihlbock und Kaufmann angegebenen Verfahrens bedienen, 
namlich durch Ausprobieren den DigitoniniiberschuB8 zu bestimmen, der 
bei einer mit dem Plasma hinsichtlich des Cholesteringehalts tiberein- 
stimmenden Lésung einen richtigen Wert gibt. Dieses Verfahren labt 
sich jedoch nicht anwenden, wenn der Cholesteringehalt in im voraus nicht 
abzuschatzender Weise variiert. Es ist méglich, daB die Ergebnisse bei 
verschiedenen Digitoninlieferungen variieren (Hess Thaysen, Dam), weshalb 
man, um sicher zu gehen, unter allen Umstiénden das zu verwendende 
Digitonin an einer Cholesterinl6sung bekannten Gehalts priifen soll. Die 
beiden Lieferungen, mit denen ich gearbeitet habe, gaben iibereinstimmende 
Werte. 

Von den meisten Forschern, die auf diesem Gebiet gearbeitet haben, 
ist auf die Bedeutung der vollstaéndigen Entfernung des iiberschiissigen 
Digitonins durch Auswaschen der Fallung hingewiesen worden. Eine 
Schwierigkeit beim Auswaschen liegt jedoch darin, daB Cholesterin- 
digitonid in Alkohol und den meisten anderen in Betracht kommenden 
Waschfliissigkeiten nicht unléslich ist, weshalb das Waschverfahren 
empirisch gepriift werden muB. 

Von Dam wurde vorgeschlagen, statt Alkohol als Waschfliissigkeit 
eine frisch bereitete gesittigte Lésung von Cholesterindigitonid zu 
verwenden, und er fiihrt Versuche an, die zeigen, da} beim Auswaschen 
der Fallung mit Alkohol eine allmahliche Gewichtsabnahme derselben 
stattfindet, waihrend ein derartiger Substanzverlust bei Verwendung 
von gesittigter Cholesterindigitonidlésung nicht auftritt. Ich habe 
diese Verhaltnisse nachgepriift und kann die Angaben von Dam im 
ganzen bestatigen. 

Es liegt nahe, den oben angefiihrten Umstand, daB eine Erhéhung 
des Digitoniniiberschusses eine Zunahme der Fallung zur Folge hat, 
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durch unvollstandige Auswaschung von durch die Fallung mitgerissenem 
Digitonin zu erklaren. Eine derartige Annahme verliert jedoch an 
Wahrscheinlichkeit, wenn man bedenkt, daB die niedrigen Cholesterin 
konzentrationen die prozentual héchsten Werte geben. Um nun fest 
zustellen, ob sehr energisches Auswaschen der Fallung die Ausbeute 
vermindert, wurde folgende Versuchsreihe ausgefiihrt. 

In vier Versuchen wurden je 10cem Cholesterinlésung mit groBen 
DigitonintiberschuB, namlich 4° 9, gefallt und dann nach verschiedene: 
Verfahren die Fallung ausgewaschen, im ersten und zweiten Versuch nach 
den Vorschriften der oben angegebenen Methode mit zweimal je 5 cem 
gesittigter Cholesterindigitonidlésung und anschlieBend mit zweima! 
je 5cem Ather, im dritten Versuch mit der zehnfachen Menge, namlich 
20mal je 5cem gesiattigter Cholesterindigitonidlésung und anschlieBend 
mit zweimal je 5cem Ather und schlieBlich im vierten Versuch nach de: 
Vorschrift von Wancke mit viermal je 5 ccm eisgekiihltem 90°,igen Aceton 
und zweimal je 5cem Ather. Die in samtlichen Fallen erhaltenen Werte 
liegen innerhalb der Fehlergrenzen der Methode. Die Einwage betrug in 
allen Fallen 5,05 mg Cholesterin. 





Chol oyy 
Waschfliissigkeit O'korr. 


mg 
1 2.5cem Cholesterindigitonidlisung + 2.5cem Ather 5,14 
2 aie wy ‘ eo ae * 5,05 
§ 120.5 , ‘ +2.5, ss 5,14 
4 4.5 , gekihltes 90%ig. Aceton + 2.5 , e 5,03 


Aus den vorstehenden Werten ergibt sich, daB weder bei energischem 
Auswaschen mit gesittigter Cholesterindigitonidlésung noch bei Ver- 
wendung von eisgekiihltem 90°,igen Aceton eine Gewichtsabnahme 
der Fallung zu befiirchten ist. Aus den Versuchen folgt ferner, daB dic 
Fallung bei Befolgung der Vorschriften der hier behandelten Methode 
quantitativ ausgewaschen wird. 


IV. Verseifung. 

Die hier angewandte Verseifungsmethode, namlich 24stiindiges Ein 
wirken von 15°,igem Natriumalkoholat bei Raumtemperatur, ist von 
Gardner und Fox angegeben worden, welche damit im groBen ganzen ebenso 
vollstandige Ergebnisse erhalten haben, wie mit den meist angewandten 
kiirzeren Verfahren in Warme. Gegen die Verseifungsmethoden wurde der 
Einwand erhoben, daB dabei das Cholesterin angegriffen wird (Darmstaether 
und Lifschitz). Obwohl diese Behauptung durch die Untersuchungen von 
Thaysen und die von Fex widerlegt zu sein scheint, herrschen doch sehr 
geteilte Ansichten dariiber. So hat in letzter Zeit Dam die Cholesterin- 
verluste bei Einwirkung von konzentriertem Natriumalkoholat bei Raum- 
temperatur und im kiirzeren Verfahren bei erhéhter Temperatur vergleichend 
untersucht. Er fand in beiden Fallen Verluste, im ersteren etwa 1,3°, und 
im letzteren etwa 7°,. Aus Dams Untersuchung scheint sich also zu ergeben, 
daB von den beiden Verfahren das langsamere bei Raumtemperatur vor- 
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zuziehen ist, Oobwohl auch bei diesem Verluste auftreten. Dam hat aber 
bei Raumtemperatur mit bedeutend langeren Verseifungsdauern gearbeitet 
als Gardner und Fox vorschreiben, namlich 72 statt 24 Stunden. Man ist 
daher zu der Annahme berechtigt, dali 24stiindige Verseifung kle:nere 
Verluste gibt, als Dam sie gefunden hat, was sich auch aus der folgenden 
Versuchsreihe ergibt. 

Von einer atherischen Lésung mit einem Gehalt von 10 mg Cholesterin 
im Kubikzentimeter wurde in 20 GefaBe je lceem pipettiert. Zur halben 
Anzahl Proben wurden 9cem Alkohol zugesetzt und mit l0cem 1° iger 
Digitoninlésung gefallt. Aus der Fallung wurde in oben angegebener Weise 
die Cholesterinmenge berechnet. Zu den anderen Proben wurde | cem 
15°.ige Natriumalkoholatlésung gesetzt und 24 Stunden bei Raumtem- 
peratur stehengelassen. Dann wurde das Cholesterin in folgender von 
Mancke angegebener Weise in alkoholische Lésung iibergefiihrt. Die al- 
kalische Ather-Alkohollésung wurde mit alkoholischer Salzsiure mit Phenol- 
phthalein als Indikator neutralisiert. Nach Filtrieren vom abgeschiedenen 
Natriumchlorid wurde mehrmals mit Alkohol gewaschen, bis das Filtrat 
l0cem betrug. Dann wurden 10 cem Digitoninlésung zugesetzt und aus 
dem Gewicht des gefallten Digitonids wurde die Menge Cholesterin in iib- 
licher Weise berechnet. Die gefundenen Werte ergeben sich aus der fol- 
genden Zusammenstellung. 


I. Direkte Fadllung mit Digitonin. 
Gewicht der Fallungen: 


44.0 42.8 44,0 43.4 43.4 mg 
43,2 43.4 43.6 43,2 43.0 


Mittelwert 1, 43,4 mg, Dispersion 6 + 0,389 mg, durchschnitt- 
licher Fehler des Mittelwertes e (./,) | 0,12. Umgerechnet auf Cholesterin: 
M, 10,04 mg, 6 0.10 mg, e (M,) 0,03 mg. 


Il. Fdllung mit Digitonin nach Einwirkung von Natriumalkoholat, 
Gewicht der Fallungen: 
42.7 43.4 43.0 43,2 43,2 mg 
7 


43.0 44,2 43.8 42, 42,8 
Mittelwert J, 43,2 mg, Dispersion 6 0,49 mg, durchschnitt- 
licher Fehler des Mittelwertes ¢ (M,) +. 0,15. Umgerechnet auf Cholesterin : 
M, = 10,01 mg, 6 + 0,12 mg, e(M,) = + 0,04 mg. 


Die Differenz zwischen den Mittelwerten der beiden Reihen und ihr 
durchschnittlicher Fehler betragt 0,03 + 0,05, d.h. die Differenz ist kleiner 
als ihr durchschnittlicher Fehler, was zu dem Schlu8 berechtigt, dali zwischen 
den Resultaten der beiden Versuchsreihen kein Unterschied vorliegt oder 
mit anderen Worten, daB 24stiindige Einwirkung von 15°,igem Natrium- 
alkoholat bei Raumtemperatur keine nachweisbaren Cholesterinverluste 
zur Folge hat. 

Zwecks Uberpriifung der Angabe von Gardner und Fox, dab das 
Verfahren vollstandige Verseifung ergibt. wurde die Methode an dem 
resistenten Cholesterylpalmitat! gepriift. Vier Proben Palmitat mit einem 
1 Dargestellt nach den Angaben von Page und Rudy. Das Préparat 
gibt keine Fallung mit Digitonin. Gibt eine tritbe Schmelze bei 75,6°, klar 
bei 79,8°. [x]},° 25.008 — O01. 
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berechneten Cholesteringehalt von je 9,27 mg wurden verseift und im Ver- 
seifungsprodukt wurde die Menge Cholesterin in iiblicher Weise bestimmt. 
Der Mittelwert der vier Bestimmungen betrug 9,34 + 0,04 mg. Die Differenz 
zwischen dem gefundenen und dem berechneten Wert fallt innerhalb der 
Fehlergrenzen der Methode und man kann daher die erzielte Verseifung 
als vollstandig betrachten. 


Die Genauigkeit der Methode. 

Die Literaturangaben tiber die Genauigkeit der Cholesterinanalyse- 
methoden stiitzen sich im allgemeinen auf Analysen von reinen Chole- 
sterinlésungen. So hat Szent-Gydrgyi fiir seine Mikromethode einen 
Fehler von 3°, angegeben, den J'ominaga bei seiner Modifikation der 
Methode auf 1°, herabgedriickt hat, waihrend Mancke bei seinen 
Analysenresultaten eine Variation von durchschnittlich 6,5°, hat. 
Diese wie ersichtlich ziemlich wechselnden Fehlergrenzen beziehen sich 
jedoch ausnahmslos auf Analysen von etwas kleineren Cholesterin- 
mengen als hier in Betracht kommen. Die Angaben stiitzen sich jedoch 
nur auf einige wenige Analysen, deren Anzahl nicht hinreicht, um eine 
statistische Behandlung der Ergebnisse zu erlauben. 

Fiir praktische Zwecke besitzen aber Angaben iiber die Fehler- 
grenzen einer Methode, die sich auf Analysen von reinen Cholesterin- 
losungen stiitzen, nur sehr beschrankten Wert, da sie ja nicht jene 
Fehler umfassen, welche bei der Extraktion, der Reinigung des Ex- 
traktes, der Verseifung usw. auftreten, denen zufolge die Fehlergrenzen 
der auf natiirliches Material angewandten Methode bedeutend weiter 
sein miissen als man bei der Analyse von reinen Cholesterinlésungen 
gefunden hat. 

Zwecks Vergleich der Genauigkeit der hier angewandten Methode 
der Fallung und Wagung bei reinen Cholesterinlésungen mit den oben 
angefiihrten Werten fiir andere Methoden sei auf die Analysenwerte 
auf S. 161 verwiesen, bei denen ein Mittelwert von 10,04 — 0,03 mg 
gefunden wurde. Die Dispersion, welche den durchschnittlichen Fehler 
der Einzelwerte in dieser Analysenreihe darstellt, ist 0,10 mg, was 1°, 
des Mittelswertes entspricht und im Vergleich mit den oben aus der 
Literatur angefiihrten Werten als zufriedenstellend zu bezeichnen ist. 


_- 


Es kénnte auch von gewissem Interesse sein, den durch die an- 
gegebene Korrektionsmethode bedingten Fehler naher zu studieren; 
wir beschranken uns jedoch hier darauf, auf die GréBe der Abweichungen 
von den Cholesterineinwagen hinzuweisen, welche bei Korrektion der 
in Tabelle VII angefiihrten Versuchsreihe erhalten wurden. 


Die wirklichen Fehlergrenzen der Methode wurden berechnet aus zwei 
Reihen von Parallelanalysen an homogenem Material, das aus bei Obduktionen 
erhaltenen, fein zerteilten Nebennieren vom Mensch bestand. In jeder 
einzelnen dieser beiden Versuchsreihen wurden fiir freies und gebundenes 
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Cholesterin die Mittelwerte 1/, und VW, in Prozenten des Organgewichtes 
berechnet und ferner die Summe der Quadrate der Einzelabweichungen 
von den zugehérigen Mittelwerten, welche Summen mit Y2? und P22 be- 
zeichnet wurden. Aus praktischen Griinden war es namlich nicht mdglich, 
in jeder einzelnen Versuchsreihe geniigend zahlreiche Analysen auszufiihren, 
um die Dispersion aus den iiblichen Formeln mit hinreichender Sicherheit 
berechnen zu kénnen. Bei Berechnung der Dispersion muften daher beide 
Versuchsreihen zusammengezogen werden; die Berechnung erfolgte nach 
der Formel: 


2 


Sx? + Fz 
ny + tonal 
und dieser Dispersionswert wird sowohl fiir freies als auch fiir gebundenes 
Cholesterin in Prozenten des Organgewichts angegeben, er reprasentiert 
den durchschnittlichen Fehler der einzelnen Analysen '. 


p— tp 





Versuchsreihe I Versuchsreihe I 


Freies Cholesterin. 


Anzahl Analysen ....... my = 0 Ng 10 
Kinwagen: Maximum .... . 0,9763 g 0,9566 g 
ee eee 0,6678 ¢ 0.7415 ¢ 
ee 0.8616 ¢ 0.8517 g 
Chol, 7, (Mittelwert) . ... . 4.04 mg 4,72 mg 
Cholestermin % .....5..:. M, 0,470 M, 0,556 
OS ae 223 3663.10°§ 223 7569 .10°® 
Dispersion = durchschnittlicher 
Fehler der Einzelwerte . . . a + 0,02 °, 
Gebundenes Cholesterin. 
Anzahl Analysen ....... e, = 10 My = G 
Einwagen: Maximum .... . 0,9763 g 0,9866 ¢ 
MmImem . ke 0,6605 g 0,8079 ¢ 
ar 0,8267 ¢ 09118 ¢ 
Chol.opy, (Mittelwert) .. . . 12,91 mg 13,11 mg 
Cheotetiowrm in % 2... ss ss M, 1,558 M, = 1,441 
BO xs. ss 6,5 ces os | ee —— Cees § |. See = 808. 
Dispersion — durchschnittlicher 
Fehler der Einzelwerte .. . 6 = +0,10% 


Wie aus der obigen Zusammenstellung hervorgeht, besitzt eine 
nach der beschriebenen Methode ausgefiihrte Einzelanalyse einen 
durchschnittlichen Fehler, der sich im Prozentwert fiir freies Cholesterin 
mit -— 0,02 und im Prozentwert fiir gebundenes Cholesterin mit —- 0,10 
auswirkt. Dazu kommt noch der durch die Extraktion bedingte systemati- 
sche Fehler, der, wie schon oben gezeigt wurde, zur Folge hat, daB die 
Prozentwerte fiir freies und gebundenes Cholesterin 0.01 bzw. 0,02 
zu klein ausfallen. 


' In der Versuchsreihe I, die urspriinglich elf Einwagen umfaBte, 
ging je eine Analyse von freiem und gébundenem Cholesterin zufolge schad- 
hafter Filtertiegel verloren. In dem zweiten Teil der Versuchsreihe II 
schieden anlaBlich eines MiBgeschickes vier Analysen aus. 


1 
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Der Fehler wurde hier nur durch die GréBe des Einflusses angegeben. 
den er auf den Prozentgehalt von Cholesterin hat. Aus den Tabellen IT] 
bis VII ergibt sich namlich, da sich mit der Methode bei reinen Chole- 
sterinlésungen ein Fehler ergibt, dessen absoluter Wert nahe konstant 
und unabhangig von der Cholesterinkonzentration ist, und der daher, 
wenn man ihn in Prozenten der letzteren angibt, dieser im groBen 
ganzen umgekehrt proportional ist. Daraus folgt, dab die Angabe des 
Fehlers in Prozenten der gefundenen Cholesterinmenge, wie es ja oft 
geschieht, nur fiir die bei der betreffenden Analvsenreihe vorhandenen 
Cholesterinmengen bezeichnend ist. Da sich aber bei Reihenanalysen 
die angewandten Substanzmengen angenahert konstant halten, sind die 
durch ihren Einflu8 auf die Prozentwerte angegebenen Fehlergrenzen 
der Methode eine GréBe, die fiir alle in den fraglichen Analysenbereich 
fallenden Cholesterinmengen Geltung hat. 

Da bei Beurteilung der Differenz zweier Versuchsreihen sowoh| 
die Fehlergrenzen der angewandten Methode als auch die spontanen 
Variationen des Materials ausschlaggebend sind, muB bei jeder Fehler- 
rechnung auch ein Vergleich dieser beiden GréBen vorgenommen werden. 
Nach der Zusammenstellung von Biirger variiert bei normalen mensch- 
lichen Nebennieren der Gehalt an freiem Cholesterin zwischen 0,579 
und 0,889°, und der von gebundenem Cholesterin zwischen 1,220 und 
5,.775°,. Aus dem Vergleich zwischen diesen bedeutenden normalen 
Variationen und den Fehlergrenzen der Methode erhellt, dab die 
Genauigkeit hinreichend ist und da®B der Fehler der Methode im 
Verhaltnis zu den spontanen Variationen als vernachlassigbar  be- 
zeichnet werden kann. 

Zusammenfassung, 

Die bei der Fallung von Cholesterin mit Digitonin herrschenden 
Beziehungen zwischen der gefundenen Menge Cholesterindigitonid 
und der Konzentration von Cholesterin und tiberschiissigem Digitonin 
wurden studiert. FuBend auf den gefundenen Zusammenhingen wird 
eine fallungsanalytische gravimetrische Digitoninmethode zur Be- 
stimmung von freiem und gebundenem Cholesterin in Mengen von 
2 bis 20 mg angegeben. Die Methode umfaBt unter anderem ein Kor- 
rektionsverfahren, mit dessen Hilfe die direkt aus dem Gewicht der 


Fallung berechneten Cholesterinmengen, welche zu hoch ausfallen . 


™ ° = ° * ‘ ° 
wiirden, mit den Einwagen in Ubereinstimmung gebracht werden 
kénnen. Obwohl die Methode fiir den speziellen Zweck von Neben- 


nierenanalysen ausgearbeitet wurde, laBt sie sich im Prinzip auch fiir 


die Analyse anderer Organe verwenden. Die Fehlergrenzen der Methode 
wurden durch Reihenanalysen an Nebennieren und statistische Be- 
arbeitung dieses Materials festgestellt. Die Fehler sind von solcher 
GréBe, daB sie bei den hier in Betracht kommenden Substanzmengen 
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auf den prozentualen Gehalt der Nebennieren an freiem Cholesterin 
mit 0,02 und an gebundenem Cholesterin mit 0,10 einwirken, 
ein EinfluB, der in Anbetracht der spontanen Variationen des Chole- 
sterin- und Cholesterinestergehalts der Nebennieren im allgemeinen 
vernachlassigt werden kann. 
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Studien in der Chlorophyllgruppe. XX. 


Von 


L. Marehlewski. 


Uber die Umwandlung des Chlorophylls im tierischen Organismus. 


Von 
L. Marehlewski und W. Urbariezyk?. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Laboratorium der Jagiell. Universitat 
Krakau.) 


(Eingegangen am 11, Mai 1933.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Das Studium der Schicksale des Chlorophylls im Organismus der 
Wiederkauer hat bekanntlich das Resultat ergeben, daB ein Teil desselben 
in Phylloerythrin umgewandelt wird, welechem nach den Untersuchungen 
des einen? von uns die verhaltnismaBig einfache Formel C33 H3,0,N, 
zukommt. Die sehr komplizierten Formeln, welche von anderen 
Forschern vorgeschlagen wurden, erwiesen sich als hinfallig, da sie sich 
auf Analysen stiitzten, welche die Anwesenheit von Kristallchloroform 
in den aus Chloroform kristallisierten Praparaten nicht beriicksichtigten. 
Kin Teil des Phylloerythrins wird resorbiert und kann an der Calle 
nachgewiesen werden, in welcher es nach den Beobachtungen von 
Gamgee in Form eines Chromogens vorliegt, welches erst unter dem 
KinfluB des Sauerstoffs der Luft in den eigentlichen Farbstoff iibergeht. 
Nach den Untersuchungen von Rothemund und Inman’ wird das Phyllo- 
erythrin bereits im Omasus des Schafes gebildet. Ein groBer Teil der 
Chlorophylle der Nahrung wird in Form weniger abgebauter Produkte 
in den Exkrementen abgeschieden. 

Mit der Frage nach der Umwandlung des Chlorophylls in niederen 
Organismen hat sich der eine von uns bereits vor Jahren beschaftigt, 
und zwar in Raupen, aber erst im vorigen Jahre war dank dem Zuvor- 
kommen der inzwischen entstandenen experimentellen Seidenraupen- 
station in Milanowek bei Warschau geniigend Rohmaterial vorhanden, 
um die Frage etwas genauer zu untersuchen. Das namliche Problem 


! Vorgelegt der Poln. Akad. d. Wissenschaften. 
2 Bull. de Acad. Polonaise des Sciences et des Lettres 1929, S. 599. 
8 J. Amer. Chem. Soc. 34, 4702, 1932. 
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Studien in der Chlorophyllgruppe. XX. 167 
wurde in letzterer Zeit von Hans Fischer und Hendschel! in Angriff 
genommen, wobei ein neues Umwandlungsprodukt des Chlorophylls 
entdeckt wurde, welches den Namen Phyllobombycin erhielt. Unsere 
Versuche ergaben, obwohl die angewandte Methode derjenigen der 
genannten Forscher analog war, da aus dem Kot der Seidenraupe 
Anhydro-f-Phyllotaonin entzogen werden kann, welches héchst- 
wahrscheinlich auch in dem Phaeopurpurin 18 von Conant? vorliegt. 
Spektroskopischen Versuchen nach zu schlieBen, liegt in dem urspriing- 
lichen Rohmaterial das Anhydrophyllotaonin bzw. Phyllotaonin nur 
in Spuren vor, und die gr6Beren Mengen, welche isoliert werden kénnen, 
miissen als Kunstprodukt betrachtet werden, welches seine Entstehung 
der Einwirkung von Natronlauge verdankt. 

Gemahlener Raupenkot wurde zunachst auf seine Reaktion unter- 
sucht. 2g wurden in 20cem Wasser aufgeschlammt, nach 1 Stunde 
filtriert und elektrometrisch untersucht. Gefunden wurde px gleich 7,41, 
eine filtrierte Probe ergab 7,46*. Das Produkt hat also eine ganz 
schwache alkalische Reaktion. 

Die Extraktion der Farbstoffe geschah mit Hilfe von Eisessig. 
Die erhaltene Lésung wurde nach dem Filtrieren mit Ather iiber- 
schichtet und mit Wasser behandelt. Die abgeschiedene atherische 
Schicht wurde mit 15°, HCl extrahiert und nach dem Verdiinnen dieser 
Fraktion mit Wasser der Farbstoff in Ather iibergefiihrt und spektro- 
skopisch untersucht. Es wurden fiinf Bander beobachtet, spezielles 
Augenmerk wurde dem ersten gewidmet. Es lag bei 680,9 bis 652.8 wu. 
Die Lésung wurde eingedampft und nach dem Lésen in Ather von neuem 
untersucht. In der Nahe des ersten Bandes an der weniger gebrochenen 
Seite wurde ein Schatten beobachtet, der etwa den Wellenlangen 
706.5 bis 683,3 uu entsprach. Nach dem Verdiinnen der Lésung er- 
schien der Schatten als deutlich ausgepragtes Band bei 704,5 bis 689,5 wu. 
Bereits dieses Verhalten draingte die Vermutung auf, daB wir es mit 
Anhydrophyllotaonin zu tun hatten. Seine Muttersubstanz, das Phyllo- 
taonin, konnte auch vorliegen, und daher wurde eine andere Probe 
mit der Anderung verarbeitet, daB anstatt 15- eine 6°,ig. HCl ver- 
wendet wurde. Der aus der sauren Lésung in Ather iibergefiihrte Farb- 
stoff zeigte folgende fiinf Bander: 


wt 


I: 682.6 bis 646,: 
II: 612,7 ,, 596, 
III: 564,3 ,, 552, 
rv: S33,7 ., 533,8 .. 
V: 509.5 ,, 467,0 ,, 


uu 


° 


ues 


 Zeitschr. f. physiol. Chem. 196, 33, 1931; 206, 255, 1932; 216, 57, 1933. 

2 J. Amer. Chem. Soc. 52, 3013, 1930. 

* Bei Anwendung einer Chinhydronelektrode. Eine Wasserstoff- 
elektrode ergab 7,48. 
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Er wurde durch Verdampfen des Athers isoliert und dann einige Male 
mit Chloroform eingedampft. Es zeigte sich jedoch, daB diese Prozedur 
den Farbstoff nicht veranderte, ein Anhydro-Phyllotaoninspektrum 
wurde nicht erhalten. 

Die nach der Extraktion mit 6° ig. HCl riickstandige Lésung 
wurde mit 15 %,ig. HCl extrahiert und der aus dieser Lésung gewonnene 
Farbstoff auf bekannte Art in Ather iibergefiihrt und spektroskopisch 
untersucht. Das Spektrum war dem eben erwahnten sehr ahnlich 
Es wurde dann schlieBlich der durch 15°,ig. HCl dem Ather nicht ent- 
zogene Farbstoff durch Verdampfen des Athers gewonnen und einige 
Male mit Chloroform eingedampft, aber auch diesmal wurde nicht 
das charakteristische Anhydro-/-Phyllotaoninspektrum beobachtet 
obwohl eine Andeutung eines Schattens zur weniger gebrochenen 
Seite des ersten Bandes bemerkt werden konnte. 

Nach Konstatierung dieser Verhaltnisse wurde die dtherisch: 
Lésung der Farbstoffe, welche durch Extraktion des Raupenkotes mit 
EKisessig gewonnen war, mit NaOH versetzt und der nach lingerem 
Stehen abgeschiedene Niederschlag abfiltriert. Er wurde dann mit 
Wasser iibergossen, die Fliissigkeit mit Ather iiberschichtet und durch 
Salzsiurezusatz der Farbstoff in Freiheit gesetzt. Die die Farbstoffe 
jetzt enthaltende Lésung wurde mit 6°%%ig. HCl extrahiert, die saure 
Lésung mit dem doppelten Volumen Wasser verdiinnt, der Farbstoff 
in Ather aufgenommen, mit Natriumsulfat getrocknet und eingedampft. 
Der Riickstand wurde sodann dreimal mit Chloroform eingedampft. 
Dieser Riickstand wurde dann in Ather von neuem gelést und mit kleinen 
Portionen 15% ig. HCl einige Male extrahiert, wobei kleine Mengen 
von Verunreinigungen entfernt wurden. Die riickstaéndige atherische 
Lésung wurde nach dem Entfernen der Saure durch mehrmaliges 
Waschen mit Wasser verdampft und wiederum dreimal mit Chloroform 
verdampft. Der so gewonnene Farbstoff zeigte das Verhalten des 
Anhydro-f-Phyllotaonins. Um einen direkten Vergleich mit dem 
urspriinglichen Chlorophyliderivat dieses Namens zu _ erméglichen, 
wurde Anhydro-Phyllotaonin nach der urspriinglichen von Marchlewski 
und Malarski! angegebenen Methode dargestellt. Zu diesem Zwecke 
wurde Phyllocyanin (0,5 g) in 500 cem 5°, iger Kalilauge gelést und 
1 Woche lang stehengelassen. Nach dieser Zeit wurde mit Essigsaure 
angesiuert und der Farbstoff in Ather iibergefiihrt. Dieser atherischen 
Lésung wurde Phyllotaonin durch 6 %ig. HCl entzogen und nach dm 
Verdiinnen der sauren Lésung mit dem doppelten Volumen Wasser 
in Ather aufgenommen. Die atherische Lésung wurde verdampft und 
der Riickstand dreimal mit Chloroform eingedampft. Das Produkt 


' Diese Zeitschr. 42, 219, 1912. 
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wurde dann noch gereinigt, indem es in Ather gelist und mit kleinen 
Portionen von 15°,ig. HCl erschépft wurde. Nach dem Entfernen 
der Séure durch Spulungen mit Wasser wurde schlieBlich konzentriert 
und die erhaltene undeutlich kristallinische Masse spektroskopisch 
untersucht. Erhalten wurde das typische, auBerst charakteristische 
\nhydro-f-Phyllotaoninspektrum. Dieses Produkt wurde nun direkt 
mit Hilfe des Vergleichsprismas mit dem nach obiger Vorschrift) aus 
dem Raupenkot gewonnenen Produkt verglichen. Vollstandige Iden- 
titit konnte konstatiert werden, sowohl in atherischer wie in Chloro- 
formlésung. Die atherischen Lésungen ergaben folgende Bander: 


[: 717 bis 6538 wy IV: 549 bis 5388 wu 
ba: 664 ,, 629 .,, ¥: 512 ,, 6. 
Ill: um 582 ve Va: O07 ,, £72 a 


Das dritte hier verzeichnete Band ist sehr schwach und tritt nur 
bei starken Konzentrationen auf, wenn Band | und I] zusammen- 
flieBen. Die Begrenzung des ersten Bandes an der mehr gebrochenen 
Seite ist nicht genau durchzufiihren, da hier noch ein Schatten auftritt, 
welcher natiirlich auch auf die Ablesung des weniger gebrochenen 
Bandes des zweiten Bandes EinfluB hat. Marchlewski und Malarski 
geben fiir das von ihnen untersuchte Praparat unter anderen die folgenden 


Messungen: 
I: 714 bis 675, Schatten bis 660 v1 IV: 546 bis 530 uu 
II: 642 ,, 626 up ¥: 512 ,, 45, 
III: fehlt Var 86: ,, 471 


Es wurde auBerdem auch das Spektrum in dem starker gebrochenen 
Teil des Spektrums untersucht, und zwar mit Hilfe der Sektormethode 
von Hilger unter Anwendung nl 
des Funkens zwischen Wolf- 75 z 
ramstahlelektroden als Licht- | 
quelle. Es wurde ein Band | 
bei 4150 A gefunden, wie aus 7 i 
der nebenstehenden Abbil- 2 H \ 
dung zu ersehen ist. Die Ex- \ fr | 
tinktionskurven sind nicht % \\ vA | 
ganz identisch, was auf ge- Na aA \ 
ringe Beimengungen von —— \\ 
Verunreinigungen in einem 2500 00 $500 ae Sa). 
der Praparate hindeutet, ein Abb. 1. 
Umstand, der iibrigens hau- 
fig zu verzeichnen ist angesichts der groBen Empfindlichkeit der Methode. 
— Wie bereits erwihnt, halten wir es fiir sehr wahrscheinlich, dab 
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Anhydro-f-Phyllotaonin mit dem Phéiopurpurin 18 von Conant identisch 
ist. Auch dieser Forscher halt, wie wir einem Privatschreiben ent- 
nehmen, diese Annahme fiir sehr wahrscheinlich. Es fallt sicherlich 
auf, daB Anhydro-f-Phyllotaonin, welches zu den wichtigsten und ver- 
haltnismaBig leicht zuginglichen Chlorophyllderivaten zu zahlen ist, 
erst jetzt, nach vielen Jahren, von einem anderen Forscher beob- 
achtet wurde. 


Conant gibt fiir sein Phaiopurpurin 18 folgendes Spektrum an: 


Band I: 716 bis 676,5 wu Band IV: 549.9 bis 533,8 wu 
IT: 645,7 ,, 628,7 ,, > Vi SLE ,, 4060 
III: fehlt » VI: 484,4 ., 470.7 ,, 


Die Ubereinstimmung mit den oben zitierten Werten muB als gut be 
zeichnet werden. 

Nach unserer Beschreibung besitzt das Anhydro-/-Phyllotaonin in 
Chloroformlésung eine braunlich-rote Farbe, nach Conant .,a rich brown 
colour that shows a purplish tint*'. Die Zusammensetzung fiihrt nach 
Marchlewski und Malarski zu der Formel: Cyg H3,N yO, oder Cy, Hs,N,O; 
Nach Conant kommen in Betracht C3,H .N,O; oder C3,H3,N,O;. Wir 
fanden im Mittel 69,75°, C, 6,17°, H, 9,17°, N von acht Analysen, 
wobei der niedrigste Wert fiir C 69,62°, und der héchste 70,10° 
betrug, der niedrigste H-Wert betrug 5,92°, und der héchste 6.30° 
Conant fand C 70,04 bis 70.83°,, H 5,64 bis 5,87°,. N 9,20 bis 9,85° 
Die Saurezahl des Anhydrophyllotaonins liegt jedenfalls héher als 15. 
das in Frage kommende Phaéopurpurin erhielt die Zahl 18. | Es kann 
demnach kein Zweifel unterliegen, da®B~ beide Substanzen  identisch 
sind. 

Was die Konstitution des Anhydrophyllotaonins anbelangt, so 
darf man gegenwiartig, nachdem dank den Bemiihungen von Hans 
Fischer', Conant? und auch Stoll* bereits diskutable Formeln fiir 
das Neochlorophyll vorliegen, mehr oder weniger sichere Anschauungen 
ableiten, auf der Erfahrung stiitzend, da dieses Chlorophyllderivat 
dem Chlorophyll selbst noch sehr nahe steht. Seine Muttersubstanz 
ist Phyllocyanin, welches auBer vielleicht geringen Verschiedenheiten, 
auf welche die Untersuchungen von Conant zuerst ein Licht geworfen 
haben und auf Oxydation zuriickzufiihren sind, dem Chlorophyll noch 
sehr nahe steht und sich hauptsichlich dadurch unterscheidet, dal 
es kein Phytol und Magnesium mehr enthalt. 

Unter Benutzung beispielsweise der letzten Formulierung von 
Fischer, nach welcher Neochlorophyll die Zusammensetzung 


C35, H33 0; Ny Mg (Phytol) 
' Vgl. Zeitschr. f. physiol. Chem. 216, 62, 1933. 


2 J. Amer. Soc. 58, 3282, 1931. 
3 Helv. chim. Acta 15, 1128, 1932; 16, 196, 1933. 
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besitzt, kame demjenigen Teil des Phyllocyanins, welcher so leicht 
Veranderungen unterliegt, der folgende Bau zu: 


OCH, 
HOOC—CH, O-—C 
| 0 
CHy, CH-C 
CH;——_ CH, 
CH 


Daraus ergibt sich die Formel C5, H3.0;N,, und genau dieselbe Forme! 
haben Malarski und Marchlewski! fiir diese Substanz aus ihren Analysen 


abgeleitet. 

Einwirkung von Alkalien verursacht die Entfernung der Methyl- 
gruppe des Methoxyls im Phyllocyanin. Die obige Formulierung 
wird zu: 

OH 
HOOC—CH, C=O 
| 0 
CH, CH—C 
CH3— ——' —=CHy, 
i 


“ 
‘ 


mit der Bruttoformel Cs, Hy, O;N,. Dieser Korper hvdratisiert sich 
sofort, indem er in eine Tricarbonsaure tibergeht : 


COOH 

CHy 

| COOH 

CHy COOH 
a cH, CH, 

—#—CH 


welche danach dem Phyllobombycin? sehr nahe stehen wiirde und 
das Phyllotaonin reprasentiert. Seine Bruttoformel ergibt sich zu 
C33 H5,0,N,. Diese Substanz spaltet teilweise sehr leicht beim Ein- 
dampfen ihrer Chloroformlésung Wasser ab unter Bildung eines An- 
hydrids, dem die Formel C,,H3,0;N, zukommen muB, und diese Forme! 
wurde tatsdichlich von Marchlewski und Malarski (1. c.) dem Anhydro- 
p-Phyllotaonin zugeschrieben. Dieses Anhydrid besitzt dank der An- 
wesenheit einer freien Carboxylgruppe noch stark sauren Charakter, 
es bildet, wie Marchlewski und. Malarski fanden, ein Na-Salz, aus welchem 
es durch Saurewirkung unverandert regeneriert werden kann. Wird 
aber das Anhydrid langere Zeit mit Lauge digeriert, so list es sich auf 


' Diese Zeitschr. 57, 112, 1913. 
* Zeitschr. f. physiol. Chem. 206, 259, 1932. 
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unter Bildung des urspringlichen Hydrates, also der vermutlichen 
Tricarbonsiure. Diese Umwandlungen kénnen genau spektroskopisch 
verfolgt werden, da das Hydrat ein ganz anderes Spektrum aufweist 
als das Anhydrid. Ersteres hat ein dem Phyllocyanin ahnliches Spek- 
trum, wiaihrend das Anhydrid ein derartig abweichendes und charak- 
teristisches besitzt, daB es, einmal beobachtet, schwerlich vergessen 
werden kann. Eine photographische Aufnahme desselben  befindct 
sich in der Monographie von Marchlewski!. Die Chemie des Anhydro- 
phyllotaonins kann allerdings noch nicht als abgeschlossen gelten, und 
wir haben das Studium desselben wieder aufgenommen. 

Es mag dem einen von uns erlaubt sein, der Genugtuung Ausdruck 
zu geben, daB seine mit Schilern vor Jahren ausgefiihrten Arbeiten 
im Chlorophyllgebiet mit den Ergebnissen der Chlorophyllforschung 
letzterer Zeiten gut in Einklang zu bringen sind, wie die obigen Aus- 
fiihrungen beweisen. 

Die Umwandlung des Chlorophylls im Koérper der Raupe scheint 
unseren Erfahrungen nach nur oder vorwiegend nur auf der Abspaltung 
des Magnesiums und des Phytols zu beruhen, und das entstehende 
Phyllocyanin wird nur zu einem sehr geringen Teil unter dem Einfluls 
der augenscheinlich sehr wenig alkalischen Fliissigkeit des Verdauungs- 
traktus des Tieres der Methylgruppe des Methoxyls beraubt und durch 
Wasserstoff ersetzt und so AnlaB zur Bildung des Phyllotaonins gegeben, 
welches sich durch die Anwesenheit von Spuren des Anhydrokérpers 
verrit; in den Versuchen von Fischer und Hendschel trat noch Phyllo- 
bombycin auf, welches dem Phyllotaonin jedenfalls sehr nahe stehen mul}. 

Die Resorption des Chlorophylls im tierischen Korper verliuft 
sehr triage, der einzige Beweis, daB sie iiberhaupt eintreten kann, beruht 
in der Auffindung des Phylloerythrins in der Galle, und es ist hierbei 
sehr wahrscheinlich, daB sie nur deshalb eintreten kann, weil das Phyllo- 
erythrin bereits im Verdauungsapparat gebildet wird. Irgendwelche 
Anhaltspunkte fiir die Annahme, daB Chlorophyll vom Tiere zur Bildung 
von Blutfarbstoff verwendet werden kann, eine Annahme, welche voi 
Jahren von Abderhalden gemacht wurde, hat, wie wahrscheinlich si 
auch klingen mag, vorerst gar keine Begriindung. Die Reklamierung von 
Chlorophyllderivaten in der Medizin als Blutfarbstoffbildner muB als 
vollig verfehlt gelten. 


' Die Chemie der Chlorophylle und ihre Beziehung zur Blutfarbstofi- 
chemie. Braunschweig 1911. 
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fum Nachweis ¢ Ss ion des Ni gseisens als Ferroion. 
Zum Nachweis der Resorption des Nahrungsei Is F 


Von 
Wolfgang Lintzel. 


(Aus dem Tierphysiologischen Institut der Landwirtschaftlichen Hochschule 
Berlin.) 


(Eingegangen am 12, Mai 1935.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Vermutung, das das in den Nahrungsmitteln enthaltene 
Eisen als Ferroion resorbiert werde, ist schon von verschiedenen Autoren 
geauBert worden, die sich damit in Gegensatz zu der von Bunge und 
Schmiedeberg begriindeten Lehre setzten, wonach das Nahrungseisen, 
in den Nahrungsmitteln in organischer Bindung enthalten, auch in 
dieser Form zur Resorption kommen sollte. 


Nur kurz sei der Weg der Forschung seit Bunge skizziert. Abderhalden! 
fand, daB das histologische Bild der Eisenresorption im Diinndarm das 
gleiche war, wenn normale Nahrung oder Eisensalze verfiittert wurden, 
woraus gefolgert werden kann, daB in beiden Fallen das Eisen in dem 
gleichen chemischen Zustand resorbiert wird. Schirokauer? wies ionisiertes 
Eisen im Mageninhalt nach. Lintzel® tiitterte gleiche Eisenmengen in Form 
verschiedener Nahrungsmittel und als Eisensalze an junge Ratten; an Hand 
des Gesamteisen- bzw. Gesamthamoglobingehaltes der Tiere lie®B sich 
zeigen, daB die Wirkung der zugefiihrten Eisenmenge um so besser war. 
ie mehr es durch Pe psinsalzsdure in vitro ionisierbar war. Blutfarbstoft 
bzw. frisches Blut, aus dem nur wenige Prozent des Eisens ionisierbar sind 4, 
war fiir Eisenansatz und Blutbildung fast wirkungslos. Besser wirkten 
Eidotter, Fleisch und griine pflanzliche Nahrung, am besten leicht ionisier- 
bare Eisensalze wie Ferrichlorid oder Ferrosulfat. Andererseits wirkten 
Zusatze zum Futter. die einen hemmenden EinfluB8 auf die Bildung der 
Eisenionen ausiiben, so vor allem Citronenséure und andere komplexbildende 
Séuren, auch hemmend auf die Assimilation des Nahrungseisens, sofern 
sie in reichlichem Uberschu8 an Mensch oder Tier verfiittert wurden. 
Die erste Etappe zur Aufklarung des Problems der Resorption des Nahrungs 
eisens fiihrte somit zu der Erkenntnis, da®8 das Nahrungseisen nach Loni- 
sierung resorbiert wird, wobei der Magensalzsdure eine besondere dies- 
beziigliche Funktion zugeschrieben werden mubBte. 


1 Abderhalden, Zeitschr. ft. Biol. 39, 113, 1900. 

2 Schirokauer, Zeitschr. f. klin. Med. 68, 303, 1909. 
3 Lintel, Ergebnisse d. Physiol. 31, 843, 1931. 

4 Derselbe. Zeitschr. f. Biol. 88, 289, 1925. 
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In der Frage, ob nun Ferri- oder Ferroionen die Darmwand passieren, 
ergab der Bilanzversuch am Menschen!, da bei einmaliger Zulage von 
Kisensalzen zur Nahrung ziemlich genau gleiche Eisenmengen retiniert 
wurden, unabhangig davon, ob es sich um Ferri- oder Ferrosalze handelte. 
Auch bei Jungen Ratten wirkten Ferri- und Ferrosalze zu eisenarmer Nahrung 
gleichartig auf Eisenansatz und Hamoglobinbildung. Diese Betunde 
konnten dahin gedeutet werden, daB beide Salze in gleicher Form resorbiert 
wurden, und zwar als Ferroion, denn wie Heubner* schon friiher ausgesprochen 
hatte, ,,findet vermutlich im Verdauungskanal bei Sauerstoffmangel und 
(regenwart oxydierbarer organischer Substanzen der Ubergang von Ferri 
eisen in Ferroeisen bessere Bedingungen als der umgekehrte Vorgang, 
mindestens solange die Reaktion sauer oder neutral bleibt’. Auch wegen 
der kolloidchemischen Reaktionen der Ferrisalze mit EiweiB glaubte Heubner 
den mehr indifferenten Ferroionen die gréBere Eignung fiir die Resorption 
zuschreiben zu diirfen. 

Indessen, bindende Beweise fehlten, und Starkenstein® hat gegen die 
Hypothese Einwainde erhoben, nachdem er zeigen konnte, dal Ferrisalze 
und Komplexverbindungen des Eisens zu Vergiftungen fiihren koénnen, 
somit resorbierbar sind. Zur Erzielung der Vergiftung waren allerdings 
EKisenmengen erforderlich, die ein Tausendfaches der Mengen betragen, 
die bei der Ernahrung in Frage kommen. DaB der Darmkanal derartigen 
Kisenmengen gegentiber grundsatzlich anders reagieren kann, ist durchaus 
méglich, insbesondere sind Vergiftung und Veratzung der Darmwand 
und damit pathologische Beeinflussungen ihrer physiologischen Funktion 
anzunehmen. Unsere Frage nach der Resorption des Eisens in der normalen 
Nahrung wird daher durch Starkensteins Befunde nicht beriihrt. 

Die folgenden Versuche sollen die Hypothese von der Resorption 
des Nahrungseisens als Ferroion in den Bereich des experimentell Nach- 
gewiesenen erheben. 

I. 

Im «, «-Dipyridyl besitzen wir eine Substanz, die, wie seit langem 
bekannt ist, mit Ferroionen spezifisch reagiert, indem sie mit ihnen 
eine intensiv rot gefarbte Komplexverbindung bildet, wahrend sie mit 
Ferriionen und anderen Schwermetallen nicht oder wenig reagiert. 
Die Reaktion mit Ferroionen tritt nach Hill* innerhalb eines py-Be- 
reiches von 3,5 bis 8,5 ein. Da im Magen der hier verwendeten Versuchs- 
tiere, der weiben Ratte, eine Reaktion von 3,0 bis 4,6, im Diinndarm 
von 6,5 bis 7,0 herrscht, so sind hier in der Regel die Vorbedingungen 
fir den Eintritt der Reaktion zwischen Ferroionen und z, «-Dipyridy] 
erfillt. 

In der Tat, fiittert man eine hungrige Ratte mit einem normalen 
Futter, das aus naheliegenden Griinden farblos sein muB, z. B. Gersten- 
schrot, Sojaschrot, Fischmehl usw., nachdem man diesem Futter 


1 Lintzel, Ergebnisse d. Physiol. 1. ¢. 

2 Heubner, Klin. Wochenschr. 5, 591, 1926. 

3 Starkenstein, Ergebnisse d. Med. 14, 1930. 

4 Hill, Proc. Roy. Soc. London (B) 107, 205, 1930. 
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einige Milligramm Dipyridyl in Pulverform beigemischt hat, und 
totet das Tier nach | bis 2 Stunden, so beobachtet man eine mehr oder 
weniger intensive Rotfarbung des Mageninhaltes in der Pylorusgegend, 
und zwar scharf abgrenzbar in dem Teil des Magens, der fiir die Sekretion 
der Salzsiure in Frage kommt!. 

Durch dieses einfache, als. Vorlesungsversuch geeignete Experiment 
ist bewiesen, daB unter dem EinfluB der Magensalzsaiure, deren Be- 
deutung fiir die Resorption des Nahrungseisens ich schon friiher hervor- 
gehoben habe, in vivo eine Bildung von Ferroionen aus der Nahrung 
stattfindet. 

I. 

Der zweite Schritt unserer Beweisfiihrung besteht in dem experi- 
mentellen Nachweis, daB den derart nachweisbaren Ferroionen eine 
entscheidende Bedeutung fiir die Resorption des Nahrungseisens und 
damit fiir Eisenansatz, Blutbildung und Wachstum der Tiere zukommt. 
Durch die Bindung an Dipyridyl sind die Ferroionen aus der Nahr- 
fliissigkeit abgefangen, Ferriionen, komplexe  Eisenverbindungen, 
kolloidales Hydroxyd sind, soweit noch vorhanden, intakt geblieben. 
Kin dauernd mit Dipyridyl enthaltender Nahrung gefiittertes junges 
Tier wird daher auBerstande sein, Eisen zu resorbieren, anzusetzen 
und Hamoglobin zu bilden, wenn es nur auf Ferroionen angewiesen 
wire, es wurde dagegen eine normale Entwicklung nehmen, wenn es 
auf die Ferroionen verzichten kénnte, denn in der normalen Nahrung 
ist immer ein gewisser, oft erheblicher Teil des Eisens in Form anderer 
Verbindungen vorhanden. 

Fur diese Fiitterungsversuche wurden junge Ratten im Gewicht 
von 40 bis 60 g verwendet, die in Glaskafigen auf einem Rost aus Glas- 
stiben gehalten wurden. Das pulverformige Futter wurde in Glas- 
nipfen mit verengerter Offnung gereicht, wobei die Tiere bei Einzel- 
haltung kaum etwas verstreuen. Destilliertes Wasser stand aus der 
Selbsttrinke, einer umgedrehten 50-cem fassenden Ampulle, die mit 
Aluminiumdraht aufgehangt war, standig zur Verfiigung. Die Kafige 
wurden regelmaBig gereinigt. 

Dem Futter wurde «, %-Dipyridyl in Mengen von 0,05 bis 0,2°, 
beigemischt. Wegen seines brennenden Geschmackes wurde das Reagens 
in folgende Form gebracht: 1 g kristallisiertes Dipyridyl wurde mit 
lg Gelatine und lecem konz. Salzsiure zusammengeschmolzen, ge- 
trocknet und mit Zucker zu einem Pulver verrieben. Dieses Pulver, 
in dem der Geschmack der Substanz stark zuriicktritt, wurde der 
pulverférmigen, durch ein Sieb geschiitteten Nahrung beigemischt. 


' Uber diesen Befund habe ich bereits beim Physiologenkongre® in 
Rom (1932) berichtet. 
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Die Tiere fressen diese Nahrung ebenso begierig wie das nicht vergallt: 
Futter. 

In der ersten Versuchsreihe wurden Tiere gleichen Wurfes und 
annahernd gleichen Gewichtes in zwei Gruppen mit und ohne Dipyridy! 
zusatz in Versuch genommen und nach 4+ Wochen der Analyse unter- 
worfen. Sie wurden nach der frither beschriebenen Methode! mit Leucht 
gas getétet, das Gesamthaimoglobin wurde durch Extraktion der fein 
zerkleinerten Korpersubstanz bestimmt, der Gesamteisengehalt nach 
Auflésen der Koérpersubstanz in konz. Schwefelsiure. Zur Kisen- 
bestimmung wurde die kiirzlich beschriebene Mikromethode?  ver- 
wendet. Die Nahrung bestand aus 600 Teilen Gerstenschrot, 300 Teilen 
Weizenschrot, 50 Teilen Fischmehl, 50 Teilen Hefe und 20 Teilen 
Lebertran. 100g enthieiten 3,2 mg Fe, zu deren Bindung 32 mg Di 
pyridyl erforderlich waren. Dem Futter wurden 50 mg davon je LOO ¢ 
zugesetzt. 

Versuch 1. 


Dipyridyl zu Normalnahrung, 4 Wochen. 





. . Pro kg 
Kiérpergewicht (g) Hamo- Gesamt- Korperge icht (mg Fe 
Nr Versuch - - globin-Fe Fe 
Beginn Ende oe aa chee | Gesamt-Fé 
1 26 56 0,75 1,88 13,0 33,6 
2 Mit } 31 58 0,98 2.06 16,9 35,5 
3 [9:05 °/o Dipyridy! | 33 63 0,89 1,97 12,7 31,2 
4 31 74 1,03 2,15 13.9 29,0 
5 28 79 138 3,65 17,5 46,2 
6 | ... fl 39 92 | 157 | 4,52 17.1 49.1 
7 { Ohne Dipyridyl 97 104 1193 412 185 39 6 
8 | 28 106 1,97 4,67 18,6 44,1 


Der Versuch | zeigt, daB die mit Dipyridy] gefiitterten Tiere im Wachs- 
tum zuriickgeblieben sind und nur etwa die Halfte an Eisen und Hiamo- 
globin enthalten wie die Kontrolltiere. Da in diesem Versuch die Futter- 
aufnahme nicht bestimmt worden ist, kGnnte man eine verminderte Nahrungs 
aufnahme vermuten.. Da®B es sich jedoch um eine spezifische Hemmung 
des Eisenansatzes handelt, ergibt sich aus den prozentualen Werten. Die 
Zahlen fiir Haimoglobineisen und Gesamteisen pro Kilogramm Tier liegen 
bei den Versuchstieren erheblich niedriger als bei den Kontrollen. 

In einem anderen Versuch wurde der Dipyridylzusatz héher dosiert. 
allerdings war auch hier der Eisengehalt des Futters héher. Das Futter. 
aus 500 Teilen Weizennachmehl., 100 Teilen Fleischmehl, 100 Teilen Fisch- 
mehl, 100 Teilen Leinkuchenmehl, 50 Teilen Hefe und 30 Teilen Salz 
gemisch bestehend, enthielt 5mg Fe in 100g. Dazu wurden 0,2°, Di 
pyridyl gegeben, etwa das vierfache der zur vollstandigen Bindung des 
Kisens theoretisch verlangten Menge. Die Versuchsdauer betrug 5 Wochen 


' Lintzel u. Radeff, Arch. f. Tierernéhrung u. Tierzucht 6, 313, 1931. 
* Lintzel, Zeitschr. f. d. gesamte exper. Med. 86, 269, 1933. 
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Versuch 2. 


Dipyridyl zu Normalnahrung, 5 Wochen. 





; Pro kg 

Korpergewicht (g) Himo- | Gesamt- Kucpeugowicht (mg Fe) 
Nr. Versuch globin-Fe Fe - 

anes me mg mg globin Fe Gesamt-Fe 
g 36 56 0,72 1.40 12.8 25.0 
10 | Mit | 39 58,79 —s«1,67 13.6 28.8 
11 (0.2 °') Dipyridyl | 41 59 0,72 1,59 12,2 27,0 
12 39 61 0,82 1,72 13.4 28,2 
13 36 92 1,76 4,90 19,3 43.5 
i4 = Dipyridvt { 38 99 191 3.95 19.3 40,0 
15 | PYPICS 41 100 197 4,41 19,7 44,1 
16 40 102 1,92 4.14 18.8 40,6 


Die Hemmung des Eisenansatzes ist in diesem Versuch noch 
deutlicher, der Unterschied in der Entwicklung zwischen Versuchs- 
und Kontrollgruppe noch erheblicher als im ersten Versuch. Auch 
hier zeigen die Eisenwerte pro Kilogramm Koérpergewicht die spezifische 
Hemmung des Eisenansatzes als Folge der Verfiitterung des Dipyridyls. 


III, 

In den ersten Versuchsreihen war nicht kontrolliert worden, wieviel 
Futter und damit wieviel Eisen jedes Tier aufgenommen hatte. In 
den folgenden Versuchen wurde fiir jedes Tier eine bestimmte, gleiche 
Futtermenge bereitgestellt und die Analyse des Tieres ausgefiihrt, 
wenn diese Menge verzehrt war. Es zeigte sich, da die Tiere das di- 
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Abb. 1. 
Eisengehalt normaler Ratten. 


pyridylhaltige Futter ziemlich genau in der gleichen Zeit verzehrten 
wie die Kontrolltiere. Das Futter bestand im Versuch 3 aus 48 g Gersten- 
schrot, 11 g Fischmehl und 1 g Kochsalz, also pro Tier 60 g Futter mit 
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1,88 mg Fe. Dazu kamen 120 mg Dipyridy! oder 0,2°,. In der Tabell: 
(Versuch 3) sind Anfangs- und Endgewicht der Tiere, ferner ihr Eisen 
gehalt bei Beginn und Ende des Versuchs verzeichnet. Der Eisengehal: 
fiir Versuchsbeginn ist dem Diagramm (Abb. 1) entnommen, das ic}; 
auf Grund zahlreicher Bestimmungen des Gesamteisens bei normale) 
Ratten jeder GréBe erhalten habe. Der im Diagramm abgelesen 
Eisengehalt ist natiirlich nur ein wahrscheinlicher. 


Versuch 3. 


Fitterungsversuch mit Dipyridyl. 








Kiérpergewicht (g) Gesamt-Fe (mg) Fe angesetzt 
Nr. Versuch i pe ie i ies, hae ea 

Begiun Ende Beginn Ende mg der Zutuhr 
17 | Mi | 35 36 0,80 0.85 0,05 2.7 
18 9.90) all ‘avi 40 46 1,10 1,18 0,08 4,2 
19 |} %2"/o Dipyridy! | 4g | 46120122 = 0,02 1 
20 | 35 51 0,80 1,58 0,78 41.5 
21 } Ohne Dipyridyl 40 | 63 1,10 1,89 0,79 41,8 
22 | | 42 61 120 195 0,75 40,0 


Aus den Analysenzahlen ergibt sich die Menge des im Fiitterungs- 
versuch, der hier bei beiden Gruppen 14 Tage dauerte, angesetzten 
Eisens. Bei den Versuchstieren betrigt der Eisenansatz nur einige 
Prozent von der Zufuhr des Nahrungseisens, bei den Kontrolltieren 
sind es 40° und dariiber. 

Ein anderer Versuch dieser Art wurde mit einer gréBeren Futter- 
menge ausgefiihrt. Von einer Mischung aus 800 Teilen Gerstenschrot. 
100 Teilen Fischmehl, 50 Teilen Hefe, 20 Teilen Lebertran und 30 ‘Teilen 
Salzen wurden je Tier 300 g mit 9,4 mg Fe verfiittert. Die Versuchstiere 
erhielten dazu 300 mg oder 0,1°, Dipyridyl. Die Futtermenge wurde 
von den Versuchstieren in 42 Tagen, von den Kontrolltieren in 40 Tagen 
verzehrt. 

Versuch 4. 


Fiitterungsversuch mit Dipyridyl. 














Kérpergewicht (g) Himo- Gesamt-Fe (mg) Fe angesetzt 
Nr. Versuch ‘i Soe globin-Fe ~ ay ss | ae ieee 

Beginn Ende me Beginn Ende mg der Zutul 
23 || Mit ; 60 88 1,14 220 223 0.08 03 
24 |/0,1%, Dipyridyll, 63 87 0.98 230 214 — rie 
25 |\onneDiorriayi {| 92 135 258 220 5,51 381 35,2 
26 fre Pye || 65 138 2.67 245 5,41 2,96 315 


Die Versuchstiere sind, wie in den friiheren Versuchen, anamisch 
und eisenarm geworden, im Wachstum trotz reichlicher Nahrungs- 





ees COC CL 


~ 


2g 





Tabell: 
Eisen 


igehalt 


las ich 
rmaler 


lesen: 





tzt 


0; 
0 
* Zufuhr 


— DO 


( 
) 
| 


41.5 
41,8 
40,0 


rungs- 
etzten 

einige 
Itieren 


‘utter- 
chrot. 
‘Teilen 
astiere 
wurde 
Tagen 


psetzt 


0 0 
r Zufuhi 


0,3 


at 


35,2 
31,5 
misch 
rungs- 





Resorption des Nahrungseisens. 179 


aufnahme zuruckgeblieben. Auf Grund ihres mutmaBlichen Eisen- 
gehaltes bei Versuchsbeginn, der durch die Analyse eines Geschwister- 
tieres von 60g Gewicht mit 2,26mg Gesamteisen noch besonders 
erhartet wurde, scheinen sie tiberhaupt kein Eisen aus der Nahrung 
aufgenommen zu haben. Die Kontrolltiere dagegen konnten 31 bzw. 
35°, des Nahrungseisens assimilieren. 

Durch die beschriebenen Versuche ist bewiesen, das die Bei- 
jiitterung von 0.05 bis 0.2%, Dipyridyl zu normaler Nahrung den Eisen- 
ansatz und die Blutbildung wachsender Tiere hemmt, auch wenn die 
Tiere geniigende Nahrungsmengen und entsprechende Eisenmengen 
aufnehmen. 

IV. 

Im Gang der Beweisfiihrung, in der die beschriebene Wirkung des 
Dipvridyls ganz in das Abfangen der Ferroionen im Mageninhalt verlegt 
wird, bleibt noch zu untersuchen, ob nicht das Reagens im Kdérper 
selbst eine Wirkung entfaltet, die zur Hemmung der Hamoglobin- 
bildung und des Eisenansatzes, oder vielleicht sogar zur Ausschiittung 
von Eisen aus dem Organismus fiihrt. 

Das erste der fiir diesen Zweck angestellten Experimente besteht 
darin, Eisenansatz und Hamoglobinbildung bei Tieren zu_priifen, dic 
in taglichen subeutanen Injektionen Dipyridyl unter Umgehung des 
Magen-Darmkanals erhalten. Wir stellen in Vergleich die parenterale 
und orale Zufuhr des Reagens, sowie Kontrolltiere ohne Dipyridyl. 
Zur Injektion diente eine 0,3°,ige Lésung von Dipyridylchlorid, die 
zugleich 0,5°, Kochsalz und 0,2°, Natriumbicarbonat enthalt. Die 
Lésung wurde in kleine Ampullen eingeschmolzen und im siedenden 
Wasserbad sterilisiert. Die Injektion erfolgte mittels Glasspritze und 
Platiniridiumnadel. Bei Verwendung von Stahlnadeln farbt sich die 
Injektionsfliissigkeit rétlich, da Eisen in Lésung geht. 

Gefiittert wurden je Tier 200 g Futter, die 9,00 mg Fe enthielten; 
das Futter wurde von allen Tieren innerhalb 25 Tagen verzehrt. 

Versuch 5. 


Dipyridyl per os und subcutan, Versuchsdauer 25 Tage. 





seule tes pool Gesamt-Fe(mg) Fe angesetzt 
Nr. Versuch een — Fe ‘ 
Beginn Ende me Beginn Ende mg pn 
1K 7 
27 | Md. 159 98) 1,10) 210 (236 026 29 
|, Dipyridyl per os | 
28 | IP | 63 110 2.10 230 438 2,08 23,1 
| Dipyridyl subeutan — | 
29 Ohne Dipyridyl 50 97 1,81 1.60 3.59 1,90 22,0 
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Die Versuchszahlen lehren, daB die parenterale Zufuhr von Di 
pyridy! Eisenansatz, Blutbildung und Wachstum des Tieres Nr. 28 in 


keiner Weise beeintrachtigt hat, wahrend wiederum Tier Nr. 27 bei oraler 


Zufuhr des Reagens die typische Hemmung des Eisenansatzes zeigt 

In gleicher Weise ist ein anderer Versuch dieser Art verlaufen 
Hier wurden 160 g¢ Futter aus Weizenschrot, Gerstenschrot, Fischmeh! 
Hefe und Lebertran verfiittert, die 5,9 mg Fe enthielten. In 28 Tagen 
wurde diese Menge von allen Tieren verzehrt. Zwei Ratten erhielten 
in taglichen Injektionen 1 mg Dipyridyl, im ganzen je Tier 25 mg 
Zwei weitere Tiere erhielten pro Tag 1,5 mg Dipyridyl per os mit dem 
Futter, im ganzen 42 mg oder 0,05°%, der Futtermenge. Eine dritte 
Gruppe diente als Kontrolle (Versuch 6). 

Versuch 6. 


Dipyridyl per os und subcutan, Versuchsdauer 28 Tage. 





Kirper- imo- Y acs ‘a , ‘e 2setz 
gewicht (g) a. Gesamt-Fe (mg) Fe angesetzt 
Nr. Versuch ~ Fe = pn 
. . . > 0 ) 
Beginn Ende ne Beginn | Ende MZ der Zufuht 
30 |) 25 mg ( 33 8 155 080 391/311 528 


31 | Dipyridyl subcutan 40 95 1,70 1,05 | 4,22)|3,17, 53,8 


l 
32 42 mg ; 39 Gt 0,73 1,00 193/093 15,8 
33 Dipyridyl per os | 42 72 1,01 1,15 2,08 /|0,83 14,1 
34) , | 48) «84 «| s158 | 120 | 377/257 43,5 
35 |; Ohne Zugabe | 34 79 | 1:45 | 0:80 | 382/302 51.2 


Auch in dieser Versuchsreihe hat die parenterale Zufuhr von 
Dipyridyl keine nachteilige Wirkung im Eisenstoffwechsel entfaltet, 
wahrend bei oraler Zufuhr die Hemmung des Eisenansatzes wieder 
deutlich in Erscheinung tritt. 

Es mu8 daher der Angriffspunkt des Dipyridyls bei der Ver- 
fiitterung in den Magen-Darmkanal verlegt werden, wo die Substanz 
ja auch die eingangs beschriebene Rotfairbung des Nahrungsbreies 
verursacht. Es erscheint daher kaum zweifelhaft, daB ihre Wirksamkeit 
auf dem Wegfangen der Ferroionen beruht, denen wir somit die ent- 
scheidende, vielleicht ausschlieBliche Bedeutung bei der Resorption des 
Nahrungseisens zuschreiben miissen. 

V. 

Die im vorhergehenden im Fiitterungs- und Ansatzversuch beob- 
achteten Wirkungen des Dipyridyls lassen sich ebenso im  Bilanz- 
versuch demonstrieren. Der Ansatzversuch laBt sich leicht tiber langere 
Perioden ausdehnen, wodurch die Resultate deutlicher werden. Doch 
fiihrte auch der folgende, iiber eine Periode von 12 Tagen ausgefiihrte 
Bilanzversuch (Versuch 7) zu einem eindeutigen Ergebnis. 
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Drei Ratten erhielten je 100 g eines Futters aus 300 Teilen Gersten- 
schrot, 45 Teilen Dorschmehl, 30 Teilen Trockenhefe, 120 Teilen Soja- 
mehl, 5 Teilen Kochsalz, das wegen der Beimischung des Sojamehles 
den hohen Gehalt von 9,0 mg Fe in 100 g aufwies. Ratte Nr. 36 erhielt 
dazu 100 mg Dipyridyl (0,1 °,) per os, Ratte Nr. 37 erhielt 30 mg Dipyridy! 
subeutan in taglichen kleinen Injektionen, ein drittes Tier diente als 
Kontrolle. Harn und Kot der Versuchstiere wurden gesammelt und 
gemeinsam analysiert. Es ergab sich daraus die folgende Lisenbilanz 
(Versuch 7). 

Versuch 7. 


Bilanzversuch. 





a _ .  Fe-Aus- 7 an,  Fe-Ansatz 
Gewicht Sensis Fe-Zufuhr scheidung Fe-Bilanz Pageecon 
g mg mg mg Zufuhr 
36 67 100mg Dipyridyl per os 9,00 8.76 + 0,24 2,7 
37 S4 30 mg Dipyridy! subeutan 9,00 7,53 + 1,47 16,3 
38 64 Ohne Dipyridyl 9,00 7,81 +1,19 | 13,2 


Der mangelhafte Eisenansatz bei Zufuhr von Dipyridyl per os im 
Vergleich zu dem Ansatz des Kontrolltieres und des injizierten Tieres 
entsprechen den Befunden der Fiitterungsversuche und erharten unsere 
Beweisfiihrung. 

VI. 

Fiir die Beurteilung der Wirkung des Dipyridyls im Organismus ist 
auch die Frage von Interesse, ob es in urspriinglicher Form, nicht an 
Eisen gebunden, resorbiert wird und auf welche Weise es zur Aus- 
scheidung kommt. 

Zur Gewinnung des Harns wurden Harn und Kot in einem Trichter 
aufgefangen, in dem eine Porzellansiebscheibe den Kot zuriickhielt. 
Der Dipyridylgehalt des Harns kann auf folgende Weise ermittelt 
werden: Der Harn wird im Reagensglas mit einer Messerspitze Ferrum 
reductum geschiittelt und filtriert. In gleicher Weise werden Standard- 
réhrehen mit bekanntem Dipyridylgehalt vorbereitet. Um die Eigen- 
farbe des Harns auszuschalten, wird beim kolorimetrischen Vergleich 
vor diese Standardréhrchen ein Rohr mit dem urspriinglichen, klar 
filtrierten Harn vorgeschaltet. 

Es zeigte sich, daB bei oraler wie auch bei parenteraler Zufuhr von 
Dipyridyl ein Teil der Substanz unverandert im Harn erscheint, so 
da®B der Harn beim Schiitteln mit Ferrum reductum intensiv rot wird. 
In einer viertagigen Periode erhielt eine 218g schwere Ratte 40 mg 
Dipyridyl zu eisenfreier Nahrung. Die in dieser Zeit ausgeschiedenen 
90 ccm Harn enthielten 3,6 mg Dipyridyl, d.h. 9°, der Zufuhr. In 
einer weiteren viertagigen Periode wurden in drei Injektionen je 4 mg 
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subcutan injiziert. Von den derart gegebenen 12 mg Dipyridyl wurden 
mit 90 cem Harn 1,83 mg, d.h. 15% wieder im Harn ausgeschieden 
Bei einem anderen, 198g schweren Tier, wurden von_ verfiitterten 
30 mg Dipyridyl 3,5 mg oder 11,5 °, der Zufuhr im Harn ausgeschieden : 
von 12mg, die parenteral injiziert wurden, 1,5 mg oder 12,5 der 
Zufuhr. Nur ein Bruchteil des einverleibten Dipyridyls erscheint dem 
nach im Harn, ziemlich unabhingig davon, ob es verfiittert ode: 
injiziert wurde. Eine ausgiebige Resorption der Substanz ist damit 
erwiesen. Was mit dem verschwundenen Anteil geschieht, ist nicht 
ohne weiteres zu sagen. Eine chemische Bindung an Koérperbestandteile 
scheint mir jedoch nicht wahrscheinlich zu sein. Eine 188 g schwere 
Ratte, die bei Milchnahrung in 5 Tagen 50 mg_ Dipyridyl injiziert 
bekam, wurde getétet und untersucht. Es zeigten sich keinerlei Anhalts 
punkte fiir eine intravitale Reaktion der Substanz. Die Leber enthielt 
mit 0,63 mg Fe, die Milz mit 0,26 mg Fe normale Eisenmengen. De 
Gehalt an Hamoglobineisen im ganzen Tier wurde mit 3,51 mg Fe, 
d. h. 18,6 mg pro Kilogramm Korpergewicht, durchaus normal gefunden. 


VIL. 

Von Interesse ist ferner das Verhalten der Dipyridyleisenverbindung, 
wie sie sich auch bei Normalnahrung mit Dipyridylzusatz im Magen 
bildet, im Organismus. Von dieser Verbindung steht nach den im 
vorhergehenden beschriebenen Versuchen soviel fest, daB sie in kleiner, 
dem physiologischen Eisengehalt der Nahrung entsprechender Menge 
und vom Darmkanal her angeboten, fiir Eisenansatz und Blutbildung 
wirkungslos ist. 

Bei parenteraler Zufuhr erscheint diese Verbindung tiberaus rasch 
im Harn, diesem eine rubinrote Farbung erteilend. Bei oraler Zufuh: 
wie auch in den vorher beschriebenen Versuchen, bei denen die Ver- 
bindung im Magen entstand, ist sie im Harn nicht aufgetreten. In 
der Tabelle Versuch 8 sind die bei diesen Versuchen ermittelten Zahlen- 
werte niedergelegt. Die Eisenanalysen des Harns wurden nach det 
Mikromethode ausgefiihrt. Eine direkte Kolorimetrie des Harns ist 
ungeeignet, da die Rotfaérbung des Harns beim Stehen abblaBt. 

Aus den Versuchen ergibt sich auch, da die Ausscheidung des 
parenteral zugefiih: ten Dipyridyleisens binnen 24 Stunden beendet ist 
Die Ausscheidung ist nicht vollstandig, die Halfte oder mehr erscheint 
nicht im Harn, aber auch im Kote war nichts davon wiederzufinden. 
so daB es im Kérper deponiert sein muB. Dem weiteren Schicksal 
dieses retinierten Eisens miissen weitere Untersuchungen gewidmet 
werden. 

Das per os gegebene Dipyridyleisen ist, wie die Tabelle zeigt, im 
Harn nicht erschienen, es fand sich quantitativ im Kote wieder. 
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Versuch 8. 


Zutuhr von Dipyridyleisen. 





Nr Ping al Zufuhr yon Dipyridyl-Fe Ausscheidungim Harn —_ "9 der 
~ : injizierten Menge 
g mg Fe mg Fe 
39 170 0,32 mg subcutan 1. Tag 0,160 50 
40 250 0,08 1 0,040 50 
250 016. ‘- i. 0,048 30 
250 0,240 ., ‘ 1. , 0,092 38 
2. . 0,002 — 
3 0.004 
4. 0,002 
40) 250 0,40 mg per os :. 0.003 
2. . GOO 
3. 0,002 —_— 


Aus der Summe dieser Beobachtungen ergibt sich folgende Schlub- 
folgerung: Da parenteral zugefiihrtes Dipyridyleisen teils im Harn 
erscheint, teils retiniert wird, dagegen nicht im Kote auftritt, da anderer- 
seits per os aufgenommenes Dipyridyleisen weder im Harn erscheint, 
noch retiniert, sondern quantitativ im Kote ausgeschieden wird, so 
kann es offenbar nicht resorbiert worden sein. Auch der fiir Eisen oft 
angenommene Modus, daB es resorbiert und rasch im Kot wieder 
ausgeschieden werde, kann hier ausgeschlossen werden, da resorbiertes 
Dipyridyleisen in den Harn gelangen oder deponiert werden miibte, 
nicht aber in den Darm zuriick ausgeschieden werden kénnte. Ein 
solcher Vorgang kénnte sich héchstens in mikroskopischen Dimensionen, 
die dem experimentellen Nachweis entgehen, d.h. in der GréBen- 
ordnung einiger y Fe, abspielen. 

Die Beweisfiihrung ist damit abgeschlossen. Die aus dem Nahrungs- 
eisen im Magen gebildeten Ferroionen werden durch das beigemischte 
Dipyridyl unter Bildung der komplexen Dipyridyleisenverbindung 
abgefangen und dadurch der Resorption entzogen. Die Tiere kénnen 
aus den anderen, mit Dipyridyl nicht reagierenden Eisenverbindungen 
der Nahrung, nimlich aus Ferriionen, komplexen und kolloiden Eisen- 
verbindungen keinen Nutzen ziehen, sie setzen kein Eisen an, werden 
andmisch und bleiben im Wachstum zuriick. Die fundamentale Bedeutung 
der Ferroionen fii» die Resorption des Nahrungseisens ist damit erwiesen. 


VIIl. 


Ein weiteres, fiir den Chemismus des intermedidren Eisenstoff- 
wechsels bedeutsames Problem wird in diesen Versuchen mit Dipyridy! 
angeschnitten; die Frage namlich, ob das Ferroion, dem wir die ent- 
scheidende Rolle bei der Resorption des Nahrungseisens zuschreiben 
muBten, auch im intermediaren Eisenstoffwechsel, beim Eisentransport, 
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bei der Blutmauserung, bei der Deponierung von Eisen in Milz und 
Leber, eine Rolle spielt. 

Cher die GréBenordnung dieses intermedidren Eisenstoffwechsels 
unterrichtet eine Uberschlagsrechnung. Eine Ratte von 200 g Gewicht 
enthalt etwa 4 mg Haimoglobineisen. Nehmen wir eine tagliche Blut 
mauserung von 3% an, so werden pro Tag 120 y Fe umgesetzt, dic 
nicht in den Ausscheidungen erscheinen, sondern im Organismus zu 
neuen Synthesen verwendet werden. Auch der maximale Eisenansatz 
einer Ratte im besten Wachstum liegt bei einer ahnlichen GréBen- 
ordnung. Bei der Verfiitterung von Dipyridyl, sofern sich das Reagens 
im UberschuB8 iiber das Nahrungseisen befindet, wird die Substanz 
stindig, wie gezeigt wurde, im Harn ausgeschieden, es geht also ein 
stindiger Strom von Dipyridyl durch den Kérper. Etwas Ahnliches 
findet bei fortgesetzter parenteraler Zufuhr statt. 1,2 mg Dipyridy! 
wiirden schon geniigen, um die erwahnten 120 y Fe im intermediaren 
Kisenstoffwechsel abzubinden, und ein Teil dieser Menge, und zwar 
etwa die Halfte nach den friiher beschriebenen Versuchen iiber Injektion 
von Dipyridyleisen, miiBte im Harn erscheinen. 

Es wurde daher besondere Aufmerksamkeit der Frage gewidmet, 
ob bei Fiitterung bzw. Injektion von Dipyridyl die Dipyridyleisen- 
verbindung oder iiberhaupt Eisen im Harn erscheint. 


Versuch 9. 


Harnausscheidung pro Tag. 





Nr. Gewicht Fatter — Dipyridylzulage |Harnmenge Harn-Fe 
£ y mg ecm 7 
41 203 Reis, Kiweib 122 8,0 per os 25 1,0 
42: 190 . = 310 200. -« 28 4,0 
43 135 Kuhmilch 50 MSD » 30 0,5 
135 | ‘ 50 20,0 . , 33 0,5 
44 147 ‘ 25 a ss 30 0,2 
147 | : 3 | 100, , 45 04 
41 207 | Ziegenmilch 25 10,0 subeutan 32 2.2 
42|| 200 | , 2% 100 , 38 0,7 
45) 180 | Reis, KiweiB 97 30, 22 1,8 
46 160 | . 97 3,0 a 25 1,4 
47 164 - ‘ 97 3,0 = 20 2,0 
41 190 | . ‘i 97 Ohne Zulage 22 4.0 
42 170 3 ‘ 97 _ - 19 2,1 


44 || 162 P . 97 e . 20 3,0 
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Die zahlenmaBigen Angaben tiber Gewicht der Versuchstiere, Art 
des Futters und der Dipyridylzufuhr, Menge und Eisengehalt des 
Harns sind in dem Versuch 9 enthalten, in der jeweils das Tagesmittel 
aus viertagigen Perioden angegeben ist. Hier ist zu beachten, dab 
bei der beschriebenen Anordnung zur Trennung von Harn und Kot, 
wobei dieser auf der erwahnten Porzellansiebscheibe zuriickgehalten 
wird, eine Beriihrung von Harn und Kot, zum Teil auch eine un- 
bedeutende Verunreinigung des Harns durch verstreutes Futter nicht 
streng zu vermeiden ist. Der analytisch ermittelte Eisengehalt des 
Harns liegt daher im allgemeinen etwas zu hoch. 

Niemals wurde der geringste Anhaltspunkt dafiir gefunden, dal 
die Verfiitterung oder Injektion von Dipyridy! zu einer Ausscheidung 
von Eisen im Harn AnlaB gegeben hatte. Wir miissen daher annehmen, 
daB die Substanz auf ihrem Wege durch den Kérper mit Ferroionen 
nicht in Beriihrung kommt. Zu der weitergehenden Folgerung. dal 
Ferroionen im intermediadren Eisenstoffwechsel und bei der Funktion 
des Eisens in den tierischen Zellen keine Rolle spielen, méchten wir 
uns ohne weiteres nicht entschlieBen. 

Merkwiirdig ist immerhin die Unschadlichkeit der Dipyridy!- 
zufuhr in den angewendeten Mengen, etwa im Vergleich zur Blausiure, 
deren Giftigkeit auf ihre Reaktion mit dem Funktionseisen des Organis- 
mus zuriickgefiihrt wird. Zum Unterschied gegeniiber Dipyridyl, das 
ganz spezifisch auf Ferroionen eingestellt ist und z. B. mit Hamoglobin- 
eisen nicht reagiert, tritt die Blausiure auch mit komplexen Eisen- 
verbindungen in Reaktion. Auf diesen Unterschied kann vielleicht 
die verschiedene Wirksamkeit der beiden Substanzen im Organismus 


zuruckgefiihrt werden. 


Zusammenfassung, 

1. Nach Zusatz von x, x-Dipyridyl zur Nahrung weiber Ratten 
wird eine Rotfarbung des Nahrungsbreies in der Pylorusgegend beob- 
achtet, die anzeigt, daB hier unter der Wirkung der Magensalzsiure 
Ferroionen gebildet worden sind. 

2. Junge Ratten, deren Futter mit 0,05 bis 0,20°, x, x-Dipyridy] 
versetzt wurde, zeigen im Laufe vier- bis sechswéchiger Versuche 
Hemmung des Eisenansatzes, der Hamoglobinbildung und des Wachs- 
tums. Fortgesetzte parenterale Zufuhr des Reagens wirkt dagegen 
nicht hemmend. 

3. Per os und parenteral zugefiihrtes Dipyridyl erscheint zum Teil 
unverandert im Harn. 

4. Per os zugefiihrtes Dipyridyleisen erscheint quantitativ im 
Kot, bei parenteraler Zufuhr erscheint es zum Teil im Harn, zum Teil 
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wird es retiniert, es erscheint jedoch nicht im Kote. Per os zugefiihrtes 
Dipyridyleisen wird somit nicht resorbiert. 

5. Die hemmende Wirkung des verfiitterten Dipyridyls auf Eisen- 
ansatz, Blutbildung und Wachstum wird in der Weise gedeutet, dal 
die Ferroionen im Magendarmkanal durch das Reagens abgebunden 
werden. Den Ferroionen wird die entscheidende Bedeutung fiir die 
Resorption des Nahrungseisens zugeschrieben. 

6. Per os und parenteral dargebotenes Dipyridyl fiihrt nicht 
zu einer Ausscheidung von Dipyridyleisen im Harn. Im _ inter- 
mediaren Eisenstoffwechsel spielen Ferroionen moéglicherweise keine 


Rolle. 
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Steigerung der Gewebsatmung durch kleine Cyanmengen. 
Von 


Bruno Kisch. 


(Aus der Chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitit 
K6ln.) 


(Eingegangen am 14, Mai 1933.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die in einer vorangehenden Arbeit mitgeteilten Versuche! iiber 
die Cyanempfindlichkeit der Atmung verschiedener Gewebsarten waren 
Veranlassung zu Untersuchungen tber die eben wirksamen Grenz- 
konzentrationen. Hierbei zeigte sich sehr bald, daB kleinste Cyan- 
konzentrationen die Atmung von Nierenrindengewebe unter Umstanden 
bis um 60% zu steigern imstande sind. Dies war die Veranlassung 
zur folgenden Untersuchung. 

Die Versuche wurden in der iiblichen Weise nach Warburgs Methode 
an Geweben von Ratte, Meerschweinchen, Schwein und Rind ausgefiihrt. 
Die verwendete Nahrlésung war zunachst die iibliche Carbonatringerlésung 
(NR) ohne organische Zusatze, spiaiter die gleiche Lésung mit Zusatz von 
Aminosiuren, Zucker usw. Bei den ersten Versuchen war der Gasraum 
der Trége O,, die CO, wurde durch Lauge im Trogeinsatz gebunden. Spite 
wurden zur Kontrolle die gleichen Versuche ohne Laugeneinsatz mit 95°, Ox. 
und 5°, CO, im Gasraum ausgefiihrt. Die Versuchstemperatur war stets 
37°, pH 7,4. Die verwendeten Ratten und Meerschweinchen wurden 
nach 24stiindigem Hungern durch Nackenschlag getétet. 

Aus der Tabelle I geht eindeutig hervor, daB Nierenrindengewebe 
in NR, dem Spuren von NaCN zugesetzt sind, eine gréBere Atmung 
hat als in cyanfreiem NR. Das Wirkungsoptimum liegt etwa_ bei 
m 50000 NaCN, die Atmungssteigerung betragt etwa 20°,. Fir 
Rinderretina, bei der sich unter gleichen Bedingungen die Atmungs- 
steigerung noch deutlicher zeigte, liegt das Wirkungsoptimum zwischen 
m 50000 und m 200000 NaCN. Nicht sehr hochgradig war die Wirkung 
bei Rattenzwerchfell, bei dem iibrigens m lLO00O0 NaCN in NR noch 


1 Diese Zeitschr. 263, 75, 1933. 








*‘(FUNZ spo) T S[eqey, 




















cS aianaalininiiamemmimemimaammmmmtemmemae mee - 
Zr C6 GOL 06 66 Yostay —- PRE 
- OT L6 60 6 ¢'6 UN * al F sf * toe 
- Zor ‘Or = OT O'OT eo. | UN “ ul . oa *'e * | on 
6 FOL 91 OTT 0°6 OT | UN Ut a8 /iT . vet “ ‘pp * gg 
96 6'8 6 C6 aad 8 e6 . . mw ‘PR C* Leg 
601 g‘TT SI 6'TI rir | OFT qostay 19qo"] 621 AN ‘© oney = gee 
G‘gl ‘el 9F1 ert ‘SI _ LZl UN UF uve . oc “ . F6E 
0% VIZ L103 ile 18 oe v6 | UN * uf . O¢ AN e1BoUNT, — [EE 
I's 0'8 ¢'8 16 SL gL UN “ ug . CT AN UWleMyog LG 
O'LT 691 C'6l 003 , PLT LOT | UN UF 41 si st “ ‘0 : Z9S 
x O'sT LT 981 16r = aE | 2a Yostay ” STUN ‘© Usqouremyosiveyy (9 
2 over fet) ger | Ost) get | — oT | aN Sage Wee“ ‘2 * | 6a 
er c'6l 61 71% C0 rd “ re 202 | UN “* al , — > es €6¢ 
= ese OTe CGO'TZCO6T — 202 | YUN UF ute : or‘ ‘ep * U6e 
- 6! 0'0% GIs = L61 O6T | UN * What ’ ma * ‘sp * 89¢ 
SIZ LIZ o1Z yi VIS | UN “ hit . ma * te gee 
091 Vol 691 SI — Vor =6O9T | UN Ul ug . = =e % Zag 
9°81 ‘ST I'6I 202 — Sst 1st Yostay o0IN 821 UN ‘© eneY | OCe 
OOOODO TT a QOOOUS HE QOOONs/ HE OOOOOL UW OOOOG UE OOOoNT/ a OQOOOT um 0 
: ’ BUN[PURYaqIoA —- BAAN) JOLL qons.ia A 
NON JU JosuLyedoqie,) ut 0% 
- DuUNUPRUsSGaoMary op jne udsUOTZRIZgUeZUOyUPBA,) JO9TOpetu guppyurcgy 
Dr 


T P94®,L 





Is 


Steigerung der Gewebsatmung durch kleine Cyvanmengen. 
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190 Bb. Kisch: 


deutlich hemmend wirkte. Bei Herzkammer und Leber, die in Nk 
untersucht wurden, war die Atmungssteigerung nur in einem Teil de: 
Falle deutlich. 
Auffallenderweise war die atmungssteigernde Cyanwirkung an 
Nierenrindengewebe, das nicht frisch, sondern auf Eis gealtert wa 
hochgradiger, und die optimale Cyankonzentration geringer. So be 
wirkte in Versuch 590 der Tabelle I bei Nierenrindengewebe der Ratt: 
m 200000 NaCN noch eine Atmungssteigerung von etwa 40%. Ein 
aihnliches Resultat ergaben die vergleichenden Doppelversuche mit 
Niere der Tumorratte Nr. 50 und Ratte Nr. 141, sowie Leber der Ratt: 
Nr. 141 (Tabelle I), in all diesen Versuchen war die optimale atmungs- 
steigernde Cyankonzentration bei gealtertem Gewebe niedriger als 
bei frischem. Auch bei langdauernden Beobachtungen der Atmung 
zeigt sich der anhaltende EinfluB atmungssteigernder Cyankonzentra- 









































tionen. Abb. 1 bis 3 geben Beispiele solcher Q 
y . . 3 ‘ iY 
Versuche, die durch eine ganze Reihe weiterer 39 
Beobachtungen vermehrt werden kénnten. 38 
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Atmung von 24 Stunden in 
NR gealterter Rattenniere. 
QY_,-Kurve in Carbonat 
NR (0), in Carbonat NR 
+ m 100000 NaCN (+) und 
in Carbonat NR + m/200000 
NaCN (). py = 7,4. 


Rattenherzkammer, frisch. 
Go, Kurve in NR + m/50 
Lactat (0), in NR + m/50 
Lactat + m/20000 NaCN 
(+), in NR + m/50 Lactat 
+ m/50000 NaC N (@). 
Pa = 7,4. 


Rattenniere 21/. Stunden ge 

altert. Yo, ~Kurve in NR 

+m 50 Alanin (0), in NR 

+ m 500 Alanin + m/200 000 

NaCN (+), in NR + m/50 

Alanin+m/500000 NaC N(@). 
PH = 7.4. 


Aus diesen Abbildungen geht auch deutlich wie aus der Tab. II hervor, 
daB sich die Atmungssteigerung durch Cyan nicht etwa nur an schwach, 
sondern auch an sehr kraftig atmendem Gewebe nachweisen abt. 
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B. Kisch: 


In Tabelle II sind eine Reihe von Versuchsprotokollen zusammen 
gestellt, die zeigen, daB die atmungssteigernde Wirkung bei Geweben 
auch dann sehr deutlich ist, wenn sie sich in Nahrlésung befinden, de: 
fiir jedes Gewebe jene organischen Zusatze zugefiigt wurden, die nacl 
friiheren eigenen Erfahrungen! die betreffende Gewebsart besonders 
stark atmungsférdernd beeinflussen. Die atmungssteigernde Wirkung 
des Cyans ist z. B. bei Nierengewebe in einer solchen Nahrlésung 
(NR + m/50 Alanin) noch deutlich héher als in NR, und dasselb 
gilt fiir Herzkammergewebe in NR + m/50 Lactat. 

Einige Besonderheiten fallen bei dieser Versuchsanordnung aut: 
dab z.B. die wirkungsoptimalen Cyankonzentrationen durch dir 
Zusitze zur Nahrlésung verindert werden. Fiir Herzkammer z. B. ist 
die optimale NaCN-Konzentration in NR m/50000 bis m/ 100000, in 
Lactat-NR m 20000. Fiir Retina in NR m/50000 bis m/200000, in 
Lactat-NR etwas geringer und in Pyruvat-NR m 200000 bis m/ 500000 
bo, Auch fallt es auf, daB m/ 10000 Cyan 
8 — bei Zwerchfell in NR noch atmungs- 

a | | hemmend wirkt, in Lactat-NR bei zwei 
] 





von drei Fallen nicht. 


1 All das lehrt, daB, wie die hem- 
ee | mende?, so die férdernde Wirkung von 


NaCN auf die Atmung nicht nur von 
der Art und dem Zustande des unter- 
suchten Gewebes, sondern auch von der 
Art seiner durch die umgebende Nahr- 
lésung mitbedingten besonderen Stoff- 
wechselumsitze abhingt. Bemerkens- 
Abb. 4. wert ist, daB in einer Reihe von Ver- 
pes rr Oe caen AR yy. suchen m/500000 NaCN die Atmung 
Atmung in eyanfreier Nubrlisung. noch deutlich steigert. In Versuch 590 
EE. ee z. B. um etwa 40%. In Versuch 620 
gebenen Cyangehalt. py = 7,4. um 20%, ebenso in Versuch 599 usw 
Ja, in einzelnen Fallen (Versuch 620) 
ist noch eine Konzentration von m/1000000 wirksam, also eine Kon- 
zentration, bei der sich in 100 cem der Lésung etwa 5 y NaCN ode 
2,5 y CN befinden. 
Die Versuche, die in CO,-haltigem Carbonatringer mit einem 
Gasraum, der 5°, CO, enthielt, ausgefiihrt wurden, erbrachten grund- 
sitzlich das gleiche Ergebnis. Zwei von ihnen (mit * bezeichnet) sind 








1 Diese Zeitschr. 253, 347, 1932; Miinch. med. Wochenschr. 1932, 8.1947; 
Zeitschr. f. Kreislaufforsch. 25, 5, 1933. 
2 Diese Zeitschr. 263. 75, 1933. 
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Steigerung der Gewebsatmung durch kleine Cyanmengen. 


n Tabelle I] aufgenommen, zwei andere bringt Tabelle III. Die 


ptimalen Cyankonzentrationen scheinen etwas andere zu sein, doch 
sind die Versuche aus methodischen Griinden etwas schwieriger, weil 
wir hierbei nicht wie sonst sechs, sondern nur drei Versuche in der 
gleichen Versuchsreihe ausfiihren konnten. 

Es seien die Ergebnisse zweier gleichmaBiger Versuche mit diese 
Methode an Rattenniere in NR ohne organische Zusatze erwahnt, 
Resultat dem der Tabelle I grundsatzlich durchaus entspricht. 


deren 


Tabelle III. 
O, + 5% CO, 


Gasraum: 95‘ Nahrlésung: Carbonat-NR, py 





Vor- Vo in NR mit NaC N-Gehalt 


Gewebe behandlung 


m 50000 m 100000 m 2000000 m 500 004 
18,8 21,4 22.0 


Nierenrinde 3?/,"in NR 
17,7, — 


Ratte co’, Nr. 145 
ou 5h in NR 


» 145 


der Steigerung des O,-Verbrauchs geht bei Zufuhr kleiner CN- 


Mit 
auch eine Steigerung der CO,-Ausscheidung einher, wobei der 


Mengen 
respiratorische Quotient, soweit er sich in dieser Weise ermitteln 1iabt, 
nicht wesentlich geindert wird. Ich  bringe als Beispiel nur e/m austiihr- 
liches Versuchsprotokoll. Die in Carbonatringer beobachtete Rattennieren- 

15,2 


18,8 


rinde hatte in eyanfreier Lésung RQ. O.81,in Lésung mit m ‘LOQO00 
: “ 19.6 

gleichen Versuch 
22.0 


NaCN betrug RQ. im O89, 


Versuchsprotokoll 607, Ratte co. Nr. 145. 24 Stunden gehungert, Niere 
3!, Stundenin NR. Nierenrindenschnitte, untersucht in NR, ohne organische 
Nahrzusiit ze. 





NR ohne NaCN NR + m 100000 NaCN 


I I] \ 


Cp= 3.0 cem Up =7Teem Up =3cem 


( 
keo, = 1,042 == 
K = 


k = (). 887 
Os Us 


Schnitt 6,1 mg 


h (30 Min. ab- H 
gelesen) — 21 
h auf Schnitt- 
gewicht 6.5 mg 
umgerechnet 
22,4 


Yo, 


(A 


tCOg 


- 
+ 15,2 


UG = 10,0 cem UG = 6,7 eem G 
97 e 
0,94 ky oO 
0,61 
Schnitt 65mg 


50.5 


v 


gelesen) 


Biochemische Zeitschrift Band 263. 


Ky . = 0,85 


Schnitt 6,9 mg 


h (39 Min. ab- 


9.6 cem 


= 1/44 Kk, 0 


K, Yo 


Schnitt 6.3 mg 


H abgelesen 
— 23 49,5 
H aut 
gewicht 6.9 mg 
umgerechnet 


54.2 


Schnitt- 


99 ¢ 
OV ) 22,0 


y + 19,6 


tc 
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194 B. Kisch. 


Die Feststellung der Atmungssteigerung von Warmbliitergewel 
durch kleinste Cyankonzentrationen scheint aus verschiedenen Griinde: 
bemerkenswert, auch wenn man hierbei von der méglichen Wirkung 
von im normalen Stoffwechsel vorkommenden Cyanspuren absieht 
I. Lehren die Versuche auch hier ein spezifisch-verschiedenes Verhalte) 
der chemischen Reaktion verschiedener Organe auf Zufuhr chemische) 
Stoffe, fiir die man eine organ-spezifische chemische Wirkung bishe: 
nicht angenommen hat. In dieser Hinsicht reihen sich die Versuch 
den Erfahrungen mit anderen Stoffen an, deren organspezifischy 
chemische Wirkung ich in der letzten Zeit (1. ¢.) feststellen konnt: 
2. Zeigen die Versuche, dap dem Cyan in der lebenden Zelle unter Um 
stinden auch andere biologisch-bedeutsame Wirkungen zukommen kénnen 
als die der Atmungshemmung durch die Bindung atmungskatal ytisc/ 


wirksamen Eisens. 
Zusammenfassung. 


Kleinste Cyankonzentration (m/ 20000 bis m/500000) vermégen 
die Atmung von frischem und gealtertem Saugetiergewebe bis um 
60°, gegeniiber der Atmung in cyanfreier Lésung zu steigern. Dies: 
Steigerung ist fiir verschiedene Gewebe verschieden intensiv, und dic 
optimale NaCN-Konzentration verschieden. Die atmungssteigernde 
Cyanwirkung ist nicht nur von der Art, sondern auch vom Zustande 
und von der Ernaihrung des untersuchten Gewebes abhingig. Auch 
bei langdauernden Versuchen laBt sich die fortdauernd atmungs- 
steigernde Cyanwirkung deutlich feststellen. 
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Chinone als Fermentmodell. 


XI. Mitteilung: 


Priifung der Anionen bei Aktivatoren der oxydativen Aminosiure- 
desaminierung, 


Von 
Bruno Kiseh und kK. Sehuwirth. 


(Aus der Chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat 
K6In.) 


(Eingegangen am 14. Mai 1933.) 


In der letztvorangehenden Mitteilung! konnte gezeigt werden, dab 
bei der Katalyse oxydativer Aminosduredesaminierung durch Oxy- 
hydrochinon oder Resorcin die Amoniakausbeute durch Salze zwei- 
wertiger Kationen, namlich SrCl,, MgCl, und CaCl,, kaum aber durch 
BaCl,, deutlich gesteigert werden kann, wobei sich stets die Wirkungs- 
reihe Ba < Sr < Mg < Ca ergab. 

Unter Verwendung der friiher genau beschriebenen Methode 
priiften wir nun beziiglich der Kationen der beiden wirksamsten der 
untersuchten Aktivatoren Mg und Ca, ob das Anion von EinfluB auf 
die Aktivatorwirkung, gemessen an der Ammoniakausbeute bei der Des- 
aminierung von Glycin, ist. Als Katalysagene wurden Resorein und 
Oxvhydrochinon verwendet. Alle Versuche, deren Ergebnis in einer 
Horizontalreihe der Tabelle enthalten ist, entstammen einer und der- 
selben bei véllig gleichstarker Durchliiftung ausgefiihrten Versuchsreihe. 
Meist wurden von jedem Versuchsansatz zwei gleichartige Kontroll- 
proben (a und b) eingestellt. 

Das Ergebnis ist eindeutig aus der Tabelle zu entnehmen. 


1 Bruno Kisch, diese Zeitschr. 2638, 98. 1933. 
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Chinone als Fermentmodell. XI. 197 


Die jiingst mitgeteilte Aktivierung der Katalyse oxydativer Glycin- 
desaminierung durch MgCl, oder CaCl, libt sich stets reproduzieren. 
Innerhalb der methodischen Fehlergrenze sind die NH,-Ausbeuten 
aber identisch, gleichviel, ob die isomolare Menge Chlorid, Bromid, 
Jodid, Nitrat, Sulfat, Formiat, Acetat oder Lactat als Aktivator zu- 
gesetzt wurde. Die ermittelte Aktivatorwirkung wird somit nicht 
merklich durch das Anion beeinfluBt. 


Zusammentassung, 
Bei der Aktivierung der Katalyse oxydativer Desaminierung von 


Glyein durch Salze zweiwertiger Kationen erwies sich das Anion inner- 
halb der gepriiften Grenzen fiir die Ammoniakausbeute einfluBlos. 





Beeinflussung glykolytischer Stoffwechselvorginge durch Jod 
unter besonderer Beriicksichtigung der Hefegirung, zugleich 
ein Beitrag zur Monojodessigsiurewirkung auf die Hefegirune. 


Von 


Alexander Sturm und Johannes Sehulz. 
(Aus der Medizinischen Universitatsklinik Jena.) 
(Eingegangen am 15, Mai 1933.) 

Mit 7 Abbildungen im Text. 


Wie A. Sturm (1) vor einiger Zeit berichten konnte, bewirken 
Jodzusatze in Konzentrationen von 10-5 bis 10-® mol. eine Anderung 
der Schilddriisengewebsatmung: Es wurde eine reaktive Steigerung 
der Glykolyse meist unter gleichzeitiger Zurickdrangung des Atmungs- 
stoffwechsels beobachtet. Walthard (2) sprach die Vermutung aus, 
daB das Jod im Stoffwechselversuch einen schadigenden Einflu8 auf 
das Gewebe ausiibt und daf demnach im Anstieg der Glykolyse nur 
eine regressive Zellveranderung zum Ausdruck kommt. DaB diese 
Ansicht Walthards nicht zu Recht besteht, sondern das es sich in der 
Tat beim Jodeffekt um eine vitale Reaktion ungeschddigter Zellen handeln 
mu, ging aus folgenden Versuchen Sturms hervor: Die Jodwirkung 
ist einmalig und verliuft in Form einer Reaktionskurve, die nach einer 
bestimmten Zeit (meist nach 1 bis 2 Stunden) wieder zum Ausgangs- 
wert, d. h. in den alten Stoffwechseltypus zuriickfiihrt. Die Reaktion 
ist bei wiederholten Jodzusatzen nicht reversibel. Wiirde es sich um 
regressive Stoffwechselvorginge nach Zellschadigung handeln, so 
mite ein langeres Fortbestehen des verdinderten Stoffwechseltypus, 
vor allem aber eine Verstarkung der Wirkung nach wiederholter Gabe 
des schidigenden Agens gefordert werden. 

Die Frage, ob der Jodetfekt Ausdruck einer allgemein-biologische » 

Reaktion auf die lebende Zelle ist oder ob ihm nur eine selektive Be- 
deutung fiir das Schilddriisengewebe zukommt, mubte zunachst offen- 
gelassen werden. Parallelversuche an Hundeleber, Hundeniere, Meer- 


schweinchenniere und Meerschweinchenzwerchfellmuskulatur, die sich 
in Suspensionsfliissigkeiten mit den eingangs vermerkten Jodkonzentra- 
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tionen befanden, beantworteten die Frage nach der allgemeinen Zell- 
wirkung des Jods mehr im negativen Sinne. Es konnten wohl unmittel- 
bar, d. h. in den ersten 20 Minuten nach Jodzusatz Schwankungen der 
Stoffwechselgr6Ben manometrisch bestimmt werden, doch waren diese 
nicht mit Sicherheit zu trennen von Temperaturausgleichsschwan- 
kungen, die als zwangslaufige Folgen der Unterbrechung des Gewebs- 
atmungsversuchs wahrend des etwa 2 Minuten in Anspruch nehmenden 
Jodzusatzes (Liiftung der Kastchenvorlage und erneute Gasdurch- 
strémung) auftraten. Eine sichere und eindeutige Klarung der auf- 
geworfenen Frage mute aber um so energischer angestrebt werden, als 
die vergleichenden Untersuchungen des Jodetfektes an pathologischen 
Schilddriisen wesentliche Verschiedenheiten der Reaktionsstarke ergaben 
und so die Aussicht bestand, in Stoffwechselmessungen eine neue Methode 
zu besitzen, um in das Verhalten der Schilddriise bei Hyperthyreosen, 
in das innere Stoffwechselgeschehen ,,toxischer Adenome* tiefer ein- 
dringen zu kénnen. Ist die Jodwirkung schilddriisenspezifisch, so mul 
sie in Beziehung zum innersekretorischen Zustand der Schilddriise 
gebracht werden; ist sie jedoch allgemein-biologisch, so stellt die beob- 
achtete Schilddriisenstoffwechselanderung nur die besondere Form 
einer Beantwortung exogener Reize, die sich in ein allgemeines Zell- 
geschehen harmonisch einfiigen laBt, dar. 

Zunachst versuchten wir uns dariber Klarheit zu verschaffen, 
ob die manometrisch festgestellten Verschiebungen im Atmungs- und 
Girungsstoffwechsel nichtthyreoider Koérpergewebe wenige Minuten 
nach Jodzusatz nur Folgen eines mangelnden Temperaturausgleiches 
oder doch kurvenférmige Initialreaktionen auf das Jod darstellen. 

Da es uns hierbei im wesentlichen auf die Beobachtung der glykolyti- 
schen Stoffwechselvorgange ankam. beschrankten wir uns auf eine ver- 
gleichende chemische Milchsdurebestimmung in jodierten und jodtreien 
Suspensionsfliissigkeiten von tiberlebenden Meerschweinchenleberschnitten, 
die in einer Schichtdicke von 0.3mm im Warburgschen kastchenférmigen 
Atmungstrog 2 Stunden bei 38° rhythmisch bewegt wurden. 

Die Versuchsdauer mute deshalb so lange gewahlt werden, damit 
die Milchsaurekonzentration in der Suspensionsfliissigkeit so weit an- 
gestiegen war, daB sie mit geniigender Sicherheit auf chemischem Wege 
quantitativ erfaBt werden konnte. Wir verzichteten damit von vornherein 
auf die Beobachtung der einzelnen Reaktionsphasen eimes allentallsigen 
Jodeffektes und begniigten uns zunachst mit der Feststellung, ob die 
gesamte Milchsauremenge innerhalb der Versuchsdauer durch eine in ihrem 
Verlauf unbekannte Jodreaktion gesteigert oder nicht gesteigert wurde. 
Auch fliichtige reaktive Gipfel der Garungskurven mubten auf diesem 
Wege zum Nachweis gebracht werden kénnen, sofern sie eine die Fehler- 
grenze der chemischen Methode tiberschreitende Vermehrung der zwei- 
stiindigen Gesamtmilchsaureproduktion hervorriefen. 

Zum chemischen Nachweis der Milchsaéure bedienten wir uns det 
Mikromethode von Brehme und Brahdy (3). Die Durchstr6mung des Appa- 
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rates mit einem Luftstrom konstanter Zusammensetzung erfolgte aus eine! 
PreBluftbombe, nachdem ein Durchsaugen von atmospharischer Luft 
die der Umgebung des Laboratoriumsgebiudes entnommen wurde, di: 
Analysenresultate bisweilen empfindlich stérte. Die Priifung des Apparate- 
mit Lactatlésungen bekannten Gehaltes fielen recht befriedigend aus. 
Es konnten 98°,, der vorgelagerten Lactatmenge wiedergefunden werder 
(unter Beriicksichtigung des 3°,,igen Wassergehaltes bei Zimmertemperatu 
getrockneten Kahlbaumschen Lithiumlactates). 

Zur Milchsaurebestimmung wurden 2 ccm der Suspensionsfliissigkeit 
aus der Kastchenvorlage des Manometers verwendet, die unmittelbar nac! 
Beendigung des zweistiindigen Stoffwechselversuchs nach den Vorschrifte: 
von Folin-Wu bzw. van Slyke und Palmer enteiweiBt und entzuckert worde1 
waren. Da es sich besonders bei den Ringerversuchen um die Bestimmung 
sehr kleiner Milchsiuremengen handelte, erfolgte die Titration mit eine: 
n/400 Jodlésung. 

Der ,,Leerwert** betrug in zahlreichen Vorversuchen 0,1 bzw. 0.11 n 260 
Jodlésung, gleichgiiltig, ob die Leerbestimmungen mit destilliertem Wasse1 
oder mit Ringerlésung angestellt wurden. Es muBte also die Zusammen 
setzung der PreBluft die Ursache dieses Leerwertes sein. Bei Verwendung 
von Frischluft erniedrigte sich der Wert nicht auf die von Brehme und 
Brahdy angegebene GréBe, sondern wurde nur inkonstanter. Bei unserer 

Jerechnungen des Milchsaéurewertes wurden also stets 0,1 n 200 Jodlésung 
bzw. 0,2 n/400 Jodlésung in Abzug gebracht. 
Die erste Versuchsreihe, die im Serum mit schilddriisenwirksamen 
Jodkonzentrationen (in Form von Natriumjodid) als Suspensions- 
fliissigkeit ausgefiihrt wurden, lieB fiir unsere spezielle Fragestellung 
nach der glykolyseférdernden Wirkung des Jods auf den Géarungs- 
stoffwechsel von Leberzellen ein verwertbares Ergebnis dadurch ver- 
missen, daB je nach dem Milchsiureausgangswert des Serums eine 
mehr oder minder starke Resynthese der im Verlauf des Versuchs produ- 
zierten Milchsiure durch das atmende Lebergewebe eintrat. Es ent- 
standen so bisweilen sogar negativ Milchsaéurebilanzen, die jede Wertung 
eines allenfallsigen Jodeffektes unméglich machten. Erst als wir in 
einer zweiten Versuchsreihe von milchsaurefreier Ringerlésung aus- 
gingen, erzielten wir brauchbare Analysenresultate. Bei den im Laufe 
des Versuchs auftretenden geringen Milchsiurekonzentrationen war eine 
Resynthese nicht zu befiirchten. Aus den Versuchen ging hervor, dal} 
Jodkonzentrationen von 10-5 mol. im Gegensatz zum Stoffwechsel- 
versuch an Schilddriisengewebe im wesentlichen ohne jede Wirkung 
auf die Leberglykolyse blieb. Erhéhten wir jedoch die Jodkonzentration 
auf 10-4 bzw. LO-3 mol., so trat auch beim Lebergewebe eine deutliche. 
ja sogar innerhalb der zweistiindigen Versuchszeit recht betrachtlich« 
Steigerung der Glykolyse in Erscheinung. Besonders bemerkenswert 
dabei war, daB im aeroben Stoffwechselmilieu der Milchsaiuregehalt 
unter dem JodeinfluB starker anstieg als in Stickstoffatmosphare. Ein 
prinzipiell ahnliches Ergebnis hatten die Stoffwechselversuche A. Sturm s 


an Basedowstrumen. Der Unterschied zwischen beiden Versuchs- 








reih 
Bel 

tion 
eine 
aihnl 
1o-! 


Schi 
Vers 
gem 
zur 

des 

nich 
sehe 
spie; 
wecl 
zWwel 
in v 
Zahl 
Jod] 


Jod 


9 
10 


gewetk 


schil 
eine! 
diese 


forde 











Beeinflussung glykolytischer Stoffwechselvorgainge durch Jod. 201 


reihen ist demnach lediglich ein quantitativer und nicht ein qualitativer. 
Bei Basedowstrumen itiberschritt bereits eine 10-® mol. Jodkonzentra- 
tion der Suspensionsflissigkeit die wirksame Reizschwelle und _rief 
eine machtige aerobe Glykolyse hervor; bei Lebergewebe war zu einer 
ihnlichen, wenn auch weniger starken Reaktion eine  mindestens 
10-4 mol. Jodkonzentration notwendig. 


DaB auch der Jodeffekt beim Lebergewebe nicht auf Kosten der 
Schadigung der Leberzellen erzielt wurde, bewiesen die wahrend det 
Versuchsdauer in Abstinden von 10 zu 10 Minuten manometrisch 
gemessenen Warburgschen Atmungsquotienten. Wenn auch diese 
zur Beurteilung der Stoffwechsellage in den ersten 10 bis 20 Minuten 
des Versuchs infolge mangelnden Temperaturgleichgewichts noch 
nicht herangezogen werden konnten, und damit die, wie wir spitet 
sehen werden, entscheidende Phase der Jodwirkung nicht wider- 
spiegelten, so zeigten sie doch eindeutig das Fehlen regressiver Stoff- 
wechselprozesse. Die Sauerstoffquotienten der Atmung blieben in det 
zweiten Stunde des Versuchs unverandert konstant, verrieten sogar 
in vielen Fallen deutliche Neigung zum Anstieg. Tabelle I gibt einige 
Zahlenbeispiele aus unserer Ringerversuchsreihe mit 10-3 und 10-4 mol. 
Jodkonzentrationen. 

Tabelle I. 


Jodwirkung auf die Glykolyvse von Lebergewebein Ringerlésung. 





mg Milchsi&ure Prozentual 
Jodkonzen- 


Nr. Atmoephare —_ mg Ges ebe i See a tration in Praag anc 
ohne Jodzusatz mit Jodzusatz : 
1 0.0036 0,0046 10 27,8 
2 | Seuerstoft | 0,0018 0,0032 50 1 
F ce RO P 0.)} 0.0018 0,0032 100 ee 
4 | mit < 2 | 0, O48 0.0090 200 87,5 
5 0,0036 0,0071 209 97 
6 | 0.0047 0,0054 10 14.9 
7 | iis | 0,0060 0.0069 50 15 
s Stic kst ,? ' 0,0025 0.0038 100 52 
9 | (mit 9°, 2) | 0.0050 0,0070 200 40 
10 0,0090 0.0127 200 41 


* Die absolut bestimmten Milchs&urewerte beziehen sich meist auf etwa 10 mg Leber- 
gewebe, das 2 Std. im Atmungstrog weilte. 


Nachdem nunmehr die Jodwirkung auf die Garung nicht mehr als 
schilddriisenspezifisch betrachtet werden konnte, suchten wir nach 
einem neuen Testobjekt des Jodeffektes, das den Wirkungsmechanismus 
dieses Effektes einem naheren Studium = zugiinglich machte. Wi 
forderten hierzu ein lebendes Zellmaterial, das folgende Eigenschaften 
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besa}: Es sollte leicht und in stets konstanter Form beschaffbar sein 
und dadurch groBe Reihenuntersuchungen erméglichen: ihm sollte 
moéglichst unbeeinfluBt vom Atmungsstoffwechsel, eine weitgehend 
gleiche und regelmabige Gaérungsintensitat innewohnen; es sollte bei 
Temperaturen, die sich durch nicht zu grobes Gefalle von der Temperatu: 
eines geheizten Laboratoriumraumes unterscheiden, ein ungeschadigtes 
Fortleben zeigen. Die Erfiillung letzterer Bedingung gestattete kurz 
dauernde Manipulationen am Atmungstrog auch auberhalb des Thermo 
staten ohne nachhaltige, d.h. fiir 2 Minuten dauernde Stérung des 
Temperaturgleichgewichts in der Suspensionsfliissigkeit und damit 
ohne Entwertung der innerhalb von je 5 Minuten’ manometrisch 
gemessenen GasdruckgréBen. Unsere Wahl fiel auf die Hefezellen, div 
unseren Versuchsbedingungen in idealer Weise entsprachen. Wenn 
auch der Géarungscharakter der einzelligen Heferasse ganz anderer 
Natur ist als der eines lebenden tierischen Gewebsschnittes, wenn daher 
die Jodwirkung auf die alkoholische Hefegdérung nicht ohne weiteres 
auf die Gewebsglykolyse iibertragen werden kann und darf, so birgt 
doch gerade die Verschiedenheit den Vorteil in sich, daB die glykolyti- 
schen Prozesse der Hefegirung in ihren einzelnen chemischen Phasen 
viel eingehender bekannt und untersucht sind als die des Glykogen- 
abbaues durch tierische Zellen und daB dadurch der Mechanismus der 
Jodwirkung von Garungsphase zu Garungsphase isoliert einer Beob- 
achtung unterzogen werden konnte. 

Wir verwendeten zu unseren Versuchen teils Backerhefe, teils reine 
untergirige Bierhefe der Jenaer Stadtbrauerei. Die glucosehaltigen Hefe- 
zellsuspensionen wurden in einer Menge von 3 cem in den kastchenfé6rmigen 
Vorlagen der Warburgschen Apparatur bei 30 bzw. 25°C in Stickstoff- 
atmosphiire (die 5 Vol.-°, Kohlensaéure enthielt) vergoren. Dadurch muBten 
von vornherein stérende Einfliisse auf die Bewegungen der GarungsgréBen 
durch den Atmungsstoffwechsel der Hefezellen in Wegfall kommen. Die 
Bestimmung der Géarungsgr6Ben erfolgte auf manometrischem Wege. 
Die Hefe- und Glucosekonzentrationen wurden so gewahlt, da die inner- 
halb 5 Minuten dureh die Géarung auftretenden Druckdifferenzen am 
Manometer bequem meBbar und so klein waren, dal eine Beobachtung 
der Garung langere Zeit ohne Liiftung des Manometers und Neueinstellung 
des Meniskus der Sperrfliissigkeit erfolgen konnte. Die Glucose wurde in 
den meisten Versuchen so beschrankt, daB sie innerhalb der Beobachtungs- 
zeit von 2 bis 3 Stunden fast véllig zur Vergérung kam. Den geforderten 
Versuchsbedingungen wurde am besten eine 0,2 °,ige Glucosekonzentration 
und eine Hefezellsuspension, die 1 mg Trockenhefe in 1 ccm enthielt, gerecht. 
Der Wasserst offionenkonzentration schenkten wir bei der bekannten groBen 
pu-Empfindlichkeit der gaérenden Hefe stets ganz besondere Beachtung. 
Die py-Bestimmung erfolgte nach der Wichaelisschen Indikatorenmethode. 
Um die notwendigen Variationen der py zu erzielen, verwendeten wi! 
Phosphatmischungen als Pufferlésungen, die sich aus primarem, sekundarem 
und tertiérem Natriumphosphat nach den Sérensenschen Vorschriften 


zusammensetzte. 
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Jodwirkung auf die Hefezellgirung. 

Nachdem wir in Vorversuchen feststellen konnten, da8 unter 
gleichen Garbedingungen Parallelversuche stets nahezu voéllig identische 
Garungskurven lieferten  (vgl. Kontrollversuch zur Normalgirung, 
Abb. 1), bestimmten wir vergleichend die Garungskurven derselben 
Hefezellsuspension mit und ohne Jodzusatz. 

Dieser erfolgte in Form von NaJ-Lésungen, entweder gleich zu Beginn 
des Versuchs, d.h. noch vor Einsetzen der Hefegérung, oder er geschah 
durch nachtragliches Einkippen der in den Anhang des Girungstroges 
zu Beginn des Versuchs abpipettierten Jodsalzlésung, nachdem die Hefe- 
girung bereits mehr oder minder stark in Gang gekommen war. In zahl- 
reichen Versuchsreihen wurden nun die Versuchsbedingungen in systemati- 
scher Weise variiert: Wir studierten die Abhangigkeit der Jodwirkung 
von der Jodkonzentration, von der Wasserstoffionenkonzentration der 
Lésung, von der Art des Jodzusatzes, von der Gaérungsintensitat, die durch 
Veranderungen der Hefe- und Glucosekonzentration beliebig gesteigert 
oder gehemmt werden konnte. 

Aus 64 derartigen Garungsversuchen (denen die gleiche Anzahl 
normaler Kontrollgarungsversuche gegentiberstehen) ergab sich iiber- 
einstimmend, daB Jodzusatz in den angewandten Konzentrationen stets 
cine Gdarungsbeschleunigung der Hefe bedingte. Die Tabelle II gibt die 
maximalen Jodeffekte in Prozenten der Normalgarung zahlenmabig 
wieder. Uber die Einzelheiten der Versuche orientiert ein beispielsweise 
angefiihrtes Versuchsprotokoll. Abb. 1 bringt den typischen Gérungs- 
effekt einer 10-4 und 10-3 mol. Jodgabe im Vergleich zur unjodierten 
Hefegarung zur Darstellung. 


Uberblicken wir in Tabelle II, zunachst ohne nahere Beriick- 
sichtigung der verschiedenen Versuchsbedingungen, die Jodwirkung 


Tabelle LI. 


Maximale garungssteigernde Wirkung von Jodion auf die Hefe- 
garung (in Prozent der Normalgarung). 








107 Jod pro cem | 50 y Jod pro cem 1007 Jod pro cem 1007 Jod pro cem 
10-4 . 0,79 mol. 10-3 . 0,39 mol, 1-3. 0,79 mol. 10-2 .0,79 m 
6, 3, 11,5, 16, | 12,5, 22, 9, 28, 38, 40, 110, 45, 59, 42.5, 16, 6, 23, 13, 
4, 10,5, 5,5, 26, 14, 6, 7,5 37,5, 18, 23,5, 72, 40, 46, 23, = 23, 13,5, 11 
18, 15 31, 38, 20, 25, 27,5, 14,5, 23, 
23, 24, 12, 23, 17, 54, 99, 24, 


16, 18, 27, 15, 26, 35, 16, 19, 
16, 13.4, 21, 16, 18, 16, 12, 


16, 16, 22,5, 16,5, 8, 10 


Durchsechnittlicher maximaler Jodettekt 


in 9 Versuchen in 8 Versuchen in 49 Versuchen in 7 Versuchen 
9.9 15,1 29,1 14.5 
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Versuchsprotokoll (Beispiel). 





Versuch 6: 9. Februar 1932.  Backerhefenzellsuspension, 0,2 Glucose 
Phosphatpuffer, py = 4.7, T. = 30°C. 
Gefaib 1 Gefal 2 Gefab 3 Gefab 4 
ae a ee ae Stickstoff mit  Stickstoff mit Stickstoff mit Stickstotf mit 
5°/) Kohlen- 5°» Kohlen- 5°'9 Kohlen- 5 °%/9 Kohlen- 
saure sure siure siure 
Volumina ineem. ... Up = 3cem Up = 3ceem Up = 3ecem Up = deen 
Ue = 12,07 || vg = 12,3 vo = 11,9 Ve = 118 
GefiBkonstanten ..... keo, = 1,28 keo, = 1,30 keo, =s 1,2 koo, == 1,2 
Trockengewicht der Hefe. 3mg 3mg 3mg 3mg 
Jodzusatz zu Beginn des 
Versuchs ....+e- - 50 y /cem 100 y cem 
Druck- Garung Druck- Garung Druck- Gérung Druck- Giarung 
finde- | = inde- pro unde- pro finde- | pro 
Zeit rung | 5 Min. rung 5Min.| rung 5 Min. rung | 5 Min 
pro (emm pro (emm pro (cmm pro (emn 
5 Min. | COg) 5 Min.| CO. ||5 Min.) CO.) 5 Min.) CO, 
3h 10 3 43,5 36 46.5 35 44.5 34 45 
3.15 37 47,5 37 45 41 52 43 54 
3 20 34 43.5 34 44.5 35 44,5 49 62 
8 25 29 $7,2 31 40,5 36 45.5 37 46,5 
3 39 26 33,3 25 32.5 26 33 25 31,5 
3 35 20 25,6 15 19,6 20 25,4 20 25 
3 40 14 17,9 +] 11,7 15 19 15 19 
3 45 11 14,1 13 16.9 11 14 10 14 
3 50 9 11,5 9 11,7 S 10 10 12 
3 55 7 +] 5 6,5 7 8,9 7 8,9 
4 00 5 6.4 5 6,5 7 8.9 6 75 
4 05 5 | 64 4/52) 5&5 | 64] 8/| 38 
4 10 3 3,8 3 3.9 2 2.6 3 3,8 
4 15 3 38 3 3,9 3 3.8 3 3,8 
4 20 3 3,8 3 3,9 3 3,8 3 3,8 
4 25 2 2,6 2 2,6 2 2.6 2 2.6 
4 30 3 3.8 2 2.6 2 2.6 2 2.6 
4 35 3 3,8 3 3.9 3 3.8 3 3,8 
4 40 2 2.6 2 2,6 2 2.6 2 2.6 


auf die Hefegirung, so erkennen wir, da das Optimum der Garwirkung 
an eine Jodkonzentration von der GréBenordnung 10° mol. gekniipft ist. 
Dies geht bereits aus den errechneten Durchschnittswerten hervor, dic 
an sich nur vergleichende Bedeutung fiir die Jodwirkung von 10, 50, LOO, 
1000 y Jodzusatz pro Kubikzentimeter unter den gleichen Versuchs- 
variationen haben. Der absoluten Héhe der durchschnittlichen 
maximalen Jodeffekte muB deshalb eine gréBere Bedeutung versagt 
werden, weil sich die Zahlenwerte auf Versuche verschiedenster Garungs- 
bedingungen beziehen. Bei 10-* mol. Jodkonzentration der Hefe- 
suspension trat nach voriibergehender, geringer Gairungsbeschleunigung 
stets eine Girungshemmung durch Giftwirkung ein. Bei weiterer 


Steigerung der Jodkonzentration beherrschte die Garungshemmung 
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den nunmebr rein toxischen Jodeffekt. DaB bei 100 y pro Kubikzenti- 
meter Jodzusatz das Jod noch nicht schadlich auf die Hefegirung 
cinwirkte, konnte dadurch bewiesen werden, daB die Hefezellsuspension 
nach Vergérung des Zuckers 
unter neuem Zuckerzusatz so- 





fort wieder kraftig zu garen gol | } 
begann und sich in ihrem I\ —— barung ohne Jodzusa 
weiteren Verhalten von einer “a . | ——oe 
DEQUIN TES VETSUCH 

: s A | | . 
Normalgarung, d.h. jodzu- «| }--—- > — Garung + toy dodeom 

» ° — . LU BOWIN TES VETSUCM 
satzfreien Garung, nicht unter- | \ vit, comely 

: pry A ie ' ,mm— GOUND #1 PY JOI/CCM 
sched, < 5 'nach Beginr des ler 
hied ‘yoy | 5 

} / | WONS CCAD 

Um einen Sinn in die «| \ | | } 
weitstreuenden ZahlengréBen = _,| 
der optimalen gaérungsférdern-  § 


den Wirkung eines 10-3 mol. 
Jodzusatzes zu bringen, mul 
eine Gruppierung der Versuche 
nach besonderen Gesichts- 

: J 
punkten erfolgen: Trennen wir 
samtliche Versuche mit Bdcker- 
hefe von den mit Bierhefe aus- 


Garung ip 


, 


gefiihrten, so wird ersichtlich, 
daB die Backerhefe der gaérungs- 
steigernden Jodwirkung wesent - 
lich leichter zugénglich ist als 





die untergérige Bierhefe. Der “= 2 a a a a 7 et 
durchschnittliche Maximalwert Garzert in Minute 

der Wirkung von 100 y/eem Abb. 1. 

Jodzusatz liegt fiir Backerhefe Versuch 3: 5. Februar 1932. 


1 mg Backerhefe pro cem, 0,2°/9 Glucose, Phos- 


um 46,5°, héher als fiir Bier- He 
phatpuffer pq = 7,2, T. = 30° C. 


hefe. Ob die Ursache dieses 
unterschiedlichen Verhaltens in 
der verschieden starken Jodaufnahmefahigkeit der Heferassen beruht, 
bedarf besonderer Untersuchung. An sich ware es sehr wohl denkbar, 
daB die unter anderen Lebensbedingungen wachsenden Oberhefen und 
Unterhefen zufolge ihrer andersartigen chemischen Zusammensetzung 
wir denken hier, wie wir spiiter sehen werden, an besondere Verschieden- 
heiten des Purin-, Nucleinsaure- und Nucleosidgehaltes — eine verschieden 
groBe Jodaffinitat besitzen. Daher ist vielleicht die Backerhefe einer 
intensiveren Jodwirkung zugiinglich als die Bierhefe. Es kénnte = sich 
auch die erhéhte Empfindlichkeit der rein geziichteten Bierhefe gegen 
auBere Reize fiir den Jodeffekt insofern ungiinstig auswirken, als die 
wirksame, d.h. garungsférdernde und toxische, d.h. gaérungshemmende, 
Joddosis bei ihr nahe beieinander liegen. 


Verfolgen wir die Beziehung der Wasserstoffionenkonzentration der 
Lésung zur GréBe des Jodeffektes, so findet sich der Gipfelpunkt der 
durchschnittlichen Jodwirkung mit 48°, Gédrungssteigerung _ bei 
pu von 7,2. Starkere Verschicbungen des Wasserstoffexponenten nach 
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der alkalischen Seite bedingen ein rasches Absinken der Wirkung 
In saurem Milieu beobachten wir noch bis py 4,7 kraftige Jodwirkung 
Bemerkenswert ist das véllige Parallelgehen der Backerhefeversuch: 
mit den Bierhefeversuchen in bezug auf die px-Abhangigkeit des Jod 
effektes!. 

Die Wahl der Puffergemische, mit der die entsprechende Wasserstoff 
ionenkonzentration erreicht wurde, beeinfluBt das Auftreten des Jod- 
effektes nicht. Wir konnten die Garungssteigerungen durch Jod beob 
achten, gleichgiiltig, ob wir den Phosphatpuffer durch einen Glykokol| 
puffer ersetzten oder ob wir ganz auf ein Puffergemisch verzichteten 
und in reinem Leitungswasser den Gédrungsversuch ausfiihrten. Al 
einzigen (und vielleicht nicht unwesentlichen) Unterschied zwischen 
den Phosphatpuffer- und Glykokollpufferversuchen stellten wir fest 
daB die Gegenwart von Phosphat die Dauer des Jodeffektes abkiirzte, 
d.h. die durch Jod hervorgerufene Garungsbeschleunigung sehr bald 
hemmen konnte. 

Von gréBter Wichtigkeit fiir den Ausfall des Jodeffektes war dic 
Art, wie der Jodzusatz erfolgte. Wurde das Jod gleich zu Beginn des 
Versuchs, noch vor Einsetzen der Hefegéirung, zugesetzt, so trat der 
Jodeffekt 10 bis 15 Minuten nach dem ersten Auftreten der Garungs- 
kohlensaiure deutlich in Erscheinung: er blieb aber wesentlich zurtick 
hinter der Jodwirkung, die erreicht werden konnte, wenn das Jod der 
Hefe im Angdrungsstadium angeboten wurde. Hier konnte, bisweilen 
geradezu schlagartig, der GarungsprozeB um das Doppelte, in einem 
Versuch sogar um 110%, beschleunigt werden®. Die Abb. 1 und 2 
demonstrieren solche Jodwirkungen bei nachtraglichem Jodzusatz 
zu garender Biacker- bzw. Bierhefe. Wird aber das Einkippen der 
Jodsalzlésung aus dem Anhang der Kastchenvorlage zu sehr verspatet, 
so daB bereits die normale Garung ihr Maximum erreicht oder gar 


' Die angegebenen py-Werte entsprechen dem aktuellen py der Suspen- 
sionsfliissigkeit. Der Gehalt an Phosphatpuffergemisch entspricht dagegen 
einem um 0,2 bis 0,3 héheren py; nach Durchleiten des kohlensaurehaltigen 
Gasgemisches (Stickstoff mit 5 Vol.-°,, Kohlensaéure) erfolgt eine leichte 
Verschiebung des py nach der sauren Seite hin. 

2 Das Einkippen der Jodidlésung machte eine kurze Herausnahme 
des Manometers aus dem Thermostaten, etwa fiir die Dauer von '/, bis 
1 Minute notwendig. Bei dem geringen Temperaturgefalle zwischen Thermo- 
staten und AuBentemperatur wurde das Temperaturgleichgewicht so 
unwesentlich gestért, daB die manometrische MeBablesung 5 Minuten 
nach Ausfiithrung der Manipulation bereits auf .,Garung*’ und nicht aut 
.. Temperaturausgleich** bezogen werden konnte. Da wir hierzu berechtigt 
waren, zeigte der ., Leerversuch**: Wir fiihrten namlich nach jedem Einkipp- 
versuch am JodgefaB auch mit dem normalen unjodierten Kontrollgefals 
die gleiche Manipulation aus; das Manometer im jodfreien Kontrollgefals 
bot 5 Minuten spéater niemals eine ,,Temperaturzacke*. 
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iiberschritten hat, so fallt der Jodeffekt wiederum wesentlich geringer 
aus. Haufig folgte der reaktiven Garungsbeschleunigung eine negative 
Phase mit raschem Absinken der Garungsgr6Ben (bisweilen sogar unter 
den Wert der Normalkurve). Vgl. hierzu vor allem Abb. 1. Diese di- 
phasische Jodwirkung steht in interessanter Parallele zu den Versuchen 
A. Sturms iiber die Gewebsatmung von Schilddriisen, deren Garungs- 
stoffwechsel unter JodeinfluB sich auch diphasisch bewegte. 
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Versuch 25: 1. Juli 1932. 1mg Bierhefe pro cem, 0,2° 9 Glucose, 
Phosphatpuffer py = 4,7, T. = 25° C. 


Die Tatsache, daB der Jodeffekt auf die Hefegarung in entschei- 
dender Abhangigkeit von der zeitlichen Beziehung der Jodgabe zum 
Garungsgrad der Hefegirung steht, ist in mehrfacher Hinsicht  be- 
deutungsvoll: 


1. Wir finden in dieser Tatsache die Erklarung dafiir, daB unsere 
Versuchsergebnisse von den Befunden friiherer Forscher, die sich mit 
der Jodwirkung auf die Hefegarung beschaftigten, in manchen Punkten 
wesentlich abweichen. 


Es muB hier vor allem der Untersuchungen von Scharrer und Claus (4) 
gedacht werden, die, wie wir, den JodeinfluB auf die Kohlensaiureproduktion 
garender Hefe studierten. Sie fanden, daB im allgemeinen das Jod als 
Kaliumjodid in den Konzentrationen von 10-5 bis 10-3 mol. eine schwache 
Garungshemmung, oberhalb 10-3 eine schwache Garungsférderung bis 
1°. maximal (!) hervorruft. Den Grund, warum Scharrer und Claus keinen 
starkeren Jodeffekt feststellten, sehen wir heute darin, dali die genannten 
Autoren nicht die Angérungsphase der Hefe, sondern das Crirungsverhalten 
nach acht- bis neunstiindiger Vorgaérung einer Hefesuspension in hoch- 
konzentrierter (20°,iger) Glucosel6sung beobachteten. Die von uns mit- 
geteilte Jodwirkung muBte bei dieser Versuchsanordnung = langst al 
geklungen sein, denn auch in unseren Versuchen war spitestens I! , bis 
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2 Stunden nach Jodgabe ein verschiedenes Giérverhalten zwischen jod 
freier und jodierter Hefe nicht mehr zu beobachten (sofern die Glucose- 
konzentration im Gérungstrog tiberhaupt noch ausreichte, um eine linge: 
fortdauernde Garung zu erméglichen). Schoeller und Gehrke (5) beobachteten 
bei ihrer Versuchsanordnung kraftige Hemmungen der Glykolyse von 
Hefezellen nach Jodidzusatzen. Nur die Versuche von Zeller (6), der die 
Grundlage des Arndt-Schulzschen Gesetzes zu erforschen suchte, bringen 
kurze Andeutungen der Wirksamkeit des Jods in der von uns berichteten 
Weise; so schreibt Zeller: ..JJod bedingt in niederer Konzentration ein: 
sofortige Steigerung der Garung, die aber schnell wirkungslos wird**. Seine 
Methode reichte gerade aus, um diesen Géarungseffekt fliichtig zu beob 
achten. Da allerdings seine Versuche den Atmungsstoffwechsel der garenden 
Hefe véllig unberiicksichtigt lieBen, kommt seinen Ergebnissen, wie Weider (7) 
in berechtigter Polemik darlegte, keine bindende Beweiskraft zu. 

2. Es beschrankte sich bisher das Jod-Hefeproblem im wesentlichen 
auf den Nachweis, daB durch Jod das Wachstum der Hefezellen unter 
Einhaltung verschiedener Versuchsbedingungen angeregt werden kann 
[Stocklasa (8), Scharrer und Schwartz (9), Boas (10), Z.I. und J. B. 
Greaves, Zobel (11), Koijmans (12) u.a.jJ. Die Art des von uns be- 
richteten Jodeffektes machte es von vornherein sehr unwahrscheinlich, 
ja sogar unméglich, daB die Garungssteigerung durch Jod lediglich die 
Folge einer erhéhten SproBfaihigkeit bzw. Hefezellvermehrung ist; denn 
innerhalb 10 bis 15 Minuten nach Beginn des Versuchs kann noch keine 
nennenswerte Beeinflussung der Hefezellzahl durch Jod_ erwartet 
werden. Es mute vielmehr eine Beziehung der Jodwirkung zum 
enzymatischen GarungsprozeB angenommen werden. Um diese Beziehung 
zu beweisen, priiften wir in weiteren Versuchsreihen, ob auch die zell- 
freie Hefegirung einer Jodbeeinflussung unterliegt. 


Jodwirkung auf aktiven Hefemazerationssaft. 

Nach den Angaben Lebedews bereiteten wir aus Bierhefe einen 
aktiven Mazerationssaft, der in Verdiinnung 1: 10 in 0,1 °ig. Glucose- 
l6sung zur Verwendung kam. Jodnatrium in 10-* mol. Jodkonzentration 
bedingt zunachst, sofern es dem Mazerationssaft gleich zu Beginn des 
Versuchs zugegeben wird, eine deutliche Verlingerung der von Lebedew 
und Meyerhof (13) untersuchten Jnduktion, d.h. jenes Zeitintervalls, 
das sich zwischen Versuchsbeginn und erstem Auftreten der Garungs- 
kohlensdure einschiebt. Es driickt sich hierin die allgemeine ,,Salz- 
funktion’*, wie sie auch jedem anderen Salzzusatz von mabiger Kon- 
zentration zukommt, aus. Die durch die unspezifische Salzwirkung 
bedingte Verlangsamung des Garanstiegs lie8 auch nach Uberschreiten 
der Induktion den bei Hefezellgirung gewohnten Jodeffekt nicht zur 
Darstellung kommen: mit wachsender Salzmenge erhdhte sich die 
unspezifische Salzwirkung. Sank die Salzkonzentration unter 10-% mol., 
z. B. auf 10 y Jodzusatz pro Kubikzentimeter, so war kein Einflub 
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mehr auf die Induktion zu erkennen. Jetzt rief aber der Jodzusatz 
wieder eine leichte Garungsbeschleunigung hervor in dem Mabe, wie 
dies auch bei einem so kleinen Jodzusatz zu Hefezellsuspensionen 
erfolgen kénnte. Umgehen wir die unspezifische Salzwirkung héher 
konzentrierter Joddosen dadurch, daB wir erst nach Ablauf der Induk- 
tionszeit, d. h. erst 10 bis 20 Minuten nach Entwicklung von Garungs- 
kohlenséure, den Jodzusatz ausfiihren, dann wird sofort eine deutliche 
Garungssteigerung, d.h. Garungsbeschleunigung und Erhéhung des 
Garungsmaximums, nachweisbar. Es besteht demnach kein prinzipieller 
Unterschied in der Jodwirkung zwischen Hefezell- und Hefesaftgarung. 
Dem Jodion mub die Bedeutung eines Aktivators der Hefegdrung au- 
gesprochen werden. Im Bereich des beschriebenen Jodeffektes gehért 
das Jodion sicherlich nicht zur Gruppe der Wachstumsstoffe. 

DaB der im vorstehenden demonstrierte Jodeffekt in der Tat 
jodionspezifisch ist, konnte durch mehrfache Hefegarungsversuche, die 
Zusitze von Natriumsalzlésungen anderer Halogenwasserstoffsaiuren 
(NaCl, NaBr, NaFl) oder von wasserlislichen organischen Jod- 
verbindungen (Tyroxin, Dijodtyrosin, Uroselektan) in entsprechenden 
Konzentrationen enthielten, bewiesen werden. Garungsbeschleunigungen, 
die irgendwelche Ahnlichkeiten zum Jodeffekt gezeigt hatten, lieBen sich 
hierbei nicht feststellen. (Gelegentliche andersartige Beeinflussungen 
der Garungskurven waren bei Tyroxinzusitzen zu beobachten; wir 
werden hieriiber zu gegebener Zeit gesondert berichten. Natrium- 
fluorid reagierte in der fiir die Fluorionenwirkung bekannten charak- 
teristischen Weise mit Géarungshemmung: Natriumchlorid und -bromid- 
zusitze waren weitgehend wirkungslos.) 


Fragen wir uns nach dem Mechanismus der Jodwirkung bei der 
Hefegarung, so weist die Tatsache, daB der Jodeffekt vor allem in der 
Angdrungsphase zur Geltung kommt, darauf hin, daB vermutlich das 
Jodion auf die Stoffwechselvorginge dieser Phase irgendwie Einflub 
gewinnt. Zur Festigung und Sicherung dieses wichtigen Ergebnisses 
untersuchten wir nunmehr den Jodeffekt innerhalb der verschiedenen 
Garungsstadien. 

Die erste Phase der Zuckerspaltung bei der Hefegirung besteht 
bekanntlich in der Phosphorylierung der girfahigen Hexose. 

Dieser PhosphorylierungsprozeB kann unterteilt werden in einen 
Stoffwechselvorgang, der die Umlagerung des Hexosemolekiils in eine 
reagiblere Form zum Ziele hat, und den eigentlichen VeresterungsprozeB , 
bei dem ein besonderes Co-Fermentsystem, das als wichtigsten Bestandtei| 
die sogenannte Co-Zymase (Euler) enthalt, eine entscheidende Rolle spielt. 
Der derzeitige Stand der Garungsforschung laBt es als bewiesen erscheinen, 
daB die Phosphorylierung zunachst zur Hexosemonophosphorsaure fiihrt ; 
diese wird — und damit leitet sich eine neue Phase des Garungsprozesses 
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ein — unter Wirkung glykolytischer Fermente zum Teil aufgespalten, zum 
Teil wandelt sie sich unter Neuanlagerung von Phosphorséure an noch 
ungespaltenen Monoester in einen Hexosediphosphorsaureester, der al» 
Stabilisationsprodukt aufzufassen ist, um. Als erstes und wichtigstes Aut- 
spaltungsprodukt der phosphorylierten Hexose im intermediaren Stoffwechse| 
der alkoholischen Gérung mu die Brenztraubenséiure genannt werden. 
Hatte Jodion wirklich nur Beziehung zu den Phosphorylierungs- 
vorgingen der Angairungsphase, dann muBbte der Jodeffekt bei Ein 
wirkung von Jodion auf spatere Garungsstadien fehlen. Und in der 
Tat, zahlreiche Garungsversuche, in welchen Hefezellen auf reine 
Brenztraubensdure (ohne oder in Gegenwart 


8 -von Glykokollpuffer) unter Jodzusatz einwirken 
26} —— Normalgarvng | ; . a ; P . ‘ 
| —--Girungecngymkiiicem| | konnten, zeigten iibereinstimmend keinerlei Ab- 


! 
|| 
7 ia ai, : in 
~~~ “Garang + Woplecm | weichen von der normalen Garungskurve. Das- 
A A ‘ ‘ + j “ x Dee . ; 
selbe Ergebnis wurde bei Vergaérung von reinem 
Hexosediphosphat durch Hefemazerationssaft 


Ry erzielt (s. Abb. 3). Enthielt dagegen Hexose- 
S diphosphat geringe Zuckerverunreinigungen, 
Sz wie dies im Fabrikpraiparat Candiolin (L. G. 


Farben) der Fall ist, so verriet sich die Zucker- 
beimengung sofort in einem deutlichen Her- 





vortreten eines giirungsbeschleunigenden Jod- 
i oe S.A] effektes. 
Unterwarfen wir die Vergairung von He.xose- 


ee ee ee ee ee 
9 0 200 W 30% se Pike : 
a” 4. 4 mono phosphorsdureester in Form des Robinson- 


Garzert in Minuten 
Abb. 3. esters! durch Hefezellsuspensionen der Wirkung 
Versuch 87: 8.Juni1932. einer 10-4 mol. Jodionenkonzentration, so beob- 
nth teenies achteten wir in fiinf Versuchen nach Uberwin- 
pu = 5,0. dung einer Angarungsverzégerung eine maximale 
Garungssteigerung von 14 bis 28,8°% (durch- 
schnittlich 24,7°%) gegeniiber der normalen Géarungskurve, sofern 
der Jodzusatz sofort bzw. spitestens 45 Minuten nach Beginn des 
Versuchs erfolgte. Bemerkenswert erscheint uns die Beobachtung, 
daB der Jodeffekt von phosphatpufferfreien Lésungen kraftiger in 
Erscheinung trat als in phosphathaltigen Lésungen. Wurde Jod 
dem Géarungstrog zugesetzt, nachdem die Gérung bereits mehrere 
Stunden in Gang war, so bedingte das Jod keine Umgestaltung der 
Garungskurve mehr. Die Vergirung von Robinson-Ester durch Hefe- 
mazerationssaft konnte merkwiirdigerweise durch Jodzusatz nicht 
beeinfluBt werden. 


' Herr Prot. Neuberg hatte die Liebenswiirdigkeit, uns entsprechende 
Versuchsmengen dieses Esters zur Verfiigung zu stellen. Wir sprechen ihm 
hierfiir unseren ergebensten Dank aus. 
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Uberblicken wir die Versuchsreihen dieses Abschnittes, so kénnen 
wir aus ihnen die experimentelle Bestdtigung unserer eingangs geduberten 
Vermutung, dab der Jodeffekt auf die Hefegdrung in die Phos phorylierungs- 
phase der Garung fallt, ableiten. 


Diese Feststellung fiihrt zwangslaufig zur Frage nach der Beziehung 
des Jodions zu dem die Koppelung der Phosphorsaéure an die Hexose kata- 
lysierenden Co-Fermentsystems. Der Hulerschen Co-Zymase liegt, wie 
wir heute wissen, ein einheitlicher chemischer K6érper zugrunde, eine 
Adenosinphosphorsaure, ein sogenanntes Adenylpyrophosphat. Der akti- 
vierende EinfluB dieser Co-Zymase auf inaktive Zymasesysteme ist gekniipft 
an die Gegenwart von Phosphat und Magnesiumion. Gerade letztere von 
Lohmann (14) gemachte Entdeckung, daBi ein anorganischer Kérper in 
ionisierter Form wesentlichster Bestandteil des Co-Zymasesystems ist, 
erOffnet die Méglichkeit, da8 auch noch andere anorganische Ionen Be- 
deutung fiir bestimmte Stoffwechselvorgange des Géarungsprozesses be 
sitzen kénnen. Uber den inneren Mechanismus der Jodwirkung im Co- 
Fermentsystem, d. h. itiber Untersuchungen der isolierten Jodwirkung aut 
Apo-Zymasen (durch Dialyse inaktivierte Hefemazerationssifte) ohne 
und unter Kombination mit Magnesiumchlorid- und Adenylpyrophosphat 
zusatzen werden wir zu gegebener Zeit gesondert berichten. Im Rahmen 
vorliegender Arbeit, die ja zunachst iiber unsere Fragestellungen nur all 
gemein orientieren soll, kénnen wir nur soviel mitteilen, daB Jodion zwar 
die Wirkung des nach den Eulerschen Vorschriften aus Hefekochsaft 
bereiteten Co-Fermentes, also des komplexen Géarungsaktivators, nicht 
noch weiter steigern kann, da es aber sehr wohl imstande zu sein scheint, 
co-fermentarme Hefepraparate einer beschleunigten Géarung zuzufthren. 
DaB wir heute hieriiber noch keine eingehenderen Mitteilungen machen 
kénnen, hat seinen Grund auch darin, daB sich Trockenhefen aus Jenaer 
Bierhete fiir die Herstellung der Apozymase sehr wenig eignen und uns 
daher eine vollkommene Reproduktion der Lohmannschen Co-Ferment 
versuche an Apozymase bisher nicht méglich war. Wir méchten jedoch 
nicht versiumen, bereits an dieser Stelle Herrn Professor Weyerhof tir 
die Uberlassung von Adenylpyrophosphat unseren ergebensten Dank 
auszusprechen. 


Der Nachweis der garungsbeschleunigenden Wirkung des Jods in 
bestimmten durch Hefefermente veranlaBten glykolytischen Stoff- 
wechselphasen erscheint uns durch den 


Vergleich des Jodioneffektes mit der Monojodessigsiurewirkung auf die 
Hefegirung 


besonders bemerkenswert. Die wichtige Entdeckung Lundsgaards (15), 
daB das an Essigsiure gebundene Jod (in Form des Monojodacetats) ein 
volliges Sistieren der Giarungsprozesse in pflanzlichen und tierischen 
Zellen bzw. Zellsiften hervorrufen kann, regte uns zu der Frage an: 
kommt auch in Gegenwart der Monojodessigsiure (M.JE.) der im vor- 
stehenden beschriebene Jodioneffekt zur Geltung/ Die Versuchs- 
reihen, die den Beziehungen des Jodioneffektes zur MJE.-Wirkung 
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auf die Hefegdrung nachgingen, basieren auf folgender Versuchs- 
anordnung : 

Dieselbe Hefezellsuspension in Glucoselésung derselben py wurde zu 
je 3cem auf vier Géarungstrége der Warburgschen Manometer verteilt. 
GefaB 1 und 2 blieben ohne jeden Zusatz und gaben den durch zwei Versuche 
kontrollierten Normaltyp der Gérung; GefaB 3 erhielt 100 » Jodzusatz 
pro Kubikzentimeter (in Form von Natriumjodid); in GefaB 4 brachten 
wir 200 y monojodessigsaures Natrium pro Kubikzentimeter (einem Jod 
gehalt von 121 y entsprechend). Bisweilen wurde diesem GefaB weiterhin 
100 » Jodion pro Kubikzentimeter zugegeben. Die Zusatze erfolgten zum 
Teil gleich zu Beginn des Versuchs, zum Teil erst, nachdem eine bestimmte 
Angarungszeit verstrichen war. 

Das Ergebnis dieser Versuchsreihen kann zunachst in bezug auf 
den Jodioneffekt dahin zusammengefaBt werden: in Gegenwart 
von MJE. kommt der Jodioneffekt nicht zur Geltung. Die giarungs- 
hemmende Wirkung der MJE. tritt auch dann in voller Starke in Er- 
scheinung, wenn sich freie Jodionen in relativ betrachtlicher Kon- 
zentration in der Lésung befinden (s. Abb. 4). Daneben ergab sich aber 
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Versuch 12: 23. Februar 1932. 
0,5 mg Backerhefe pro cem, 1°/o 
Glucose, Phosphatpuffer pq =6,3. 


Versuch 5: 16. Februar 1932. 

0,25 mg Buckerhefe pro ccm, 

1°, Glucose, Phosphatpuffer 
pu = 4,7. 


iiberraschenderweise in bezug auf den MJE.-Effekt: die MJE.-Wirkung 
wird mit steigendem pu immer geringer und kann zuletzt ganz aufhdren. 
Bei der nunmehr ausgefiihrten eingehenden Priifung der Abhdngigkeit 
des Lundsgaardschen Effektes vom py der Suspensionsfliissigkeit trat 
interessanterweise ein sehr unterschiedliches Verhalten zwischen Backer- 
und Bierhefe in Erscheinung. Obergirige Hefe lieB bereits bei pu 6,3* 
fast vélliges Fehlen der garungshemmenden Wirkung der MJE. er- 
kennen (s. Abb. 5). In einigen Versuchen, die mit Béackerhefe aus 


* Vgl. hierzu auch Anmerkung ! auf 8. 218. 








auc 
Co-, 
bei 


pa 





Zu 
It. 
he 
tz 


d 

in 
m 
te 


ul 








Beeinflussung glykolytischer Stoffwechselvorginge durch Jod. 213 


anderen Bezugsquellen ausgefiihrt wurden, fehlte bei diesem px die 
MJE.-Wirkung bereits ganz. Ein konstantes Unwirksamwerden der 
MJE. im Sinne Lundsgaards wurde in allen Garversuchen mit Backer- 
hefe oberhalb py 6,9 festgestellt. Bei py 7,2 beobachteten wir wiederholt 
im MJE.-GefaB eine deutliche Gdrungsbeschleunigung etwa in der Art, 
wie sie auch im JodidgefaB zum Nachweis gebracht werden konnte ; 
bisweilen ubertraf sogar diese durch die MJE. hervorgerufene Garungs- 
beschleunigung die durch Jodidzusatz erzielte (s. Abb. 6). Wurde 
das den Wasserstoffexponenten nach der alkalischen Seite verschiebende 
Phosphatpuffergemisch erst wihrend des Girversuchs eingekippt, so 
hérte schlagartig die Garungshemmung der MJE. auf und machte einer 
kraftigen Garung Platz (s. Abb. 7). In ganz ahnlicher Weise konnte 
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auch der Wirkungsgrad der MJE. auf das aus Backerhefe hergestellte 
Co-Ferment durch die Wasserstoffionenkonzentration variiert werden: 
bei pu 5,2 kraftige Hemmung, bei px 6,6 nur geringe Bremsung, bei 
pu 7,5 keine Beeinflussung der Co-Fermentwirkung auf girende Hefe. 
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Ebenso war die Vergérung von Hexosediphosphat und Brenztraubensaur: 
mit Bierhefenmazerationssaft nur bei px unter 6,3 durch MJE. hemmba: 
(vgl. Abb. 3). 

Verwendeten wir statt Backerhefe untergérige Bierhefe zu unsere: 
Girversuchen, so trat wohl eine langsame Minderung des MJE.-Effekte- 
bei steigendem px ein: doch der Effekt war stets, selbst noch bei py 7,7 
deutlich erkennbar. Es konnte also die Verschiedenheit der Wirkung 
der MJE. auf die Hefegirung nicht durch die Verschiebung der p, 
nach der alkalischen Seite hin allein erklart werden. Das unterschiedlich: 
Verhalten zwischen Backer- und Bierhefe der MJE. gegeniiber steht 
in bemerkenswerter Parallele zur Verschiedenheit der Jodidwirkung 
in den genannten Hefearten. 

Variierten wir die Versuchsbedingungen in den Backerhefeversuchen 
die eine MJE.-Wirkung vermissen lieBen, dadurch, daB wir den Phosphat 
puffer durch Glykokoll ersetzten oder auf jedes Puffergemisch ver- 
zichteten, so wurde auch bei px von 6,9 und 7,2 eine deutliche Garungs 
hemmung durch MJE.-Zusatz erreichbar, ein Beweis dafiir, daB dic 
Wasserstoffionenkonzentration auch bei Backerhefe nicht allein mab- 
gebend fiir das Auftreten oder Fehlen des MJE.-Effektes ist. Newbery 
und Kobel (16) teilten bereits 1931 mit, daB ,,das jodessigsaure Salz 
bei Verschiebung des px nach der alkalischen Seite etwas in seiner 
Wirkung behindert ist**. Sie wiesen auf die Reaktionsbereitschaft der 
Monojodessigsiure mit Aminokérpern bei langerer Beriihrung mit 
nichtgérendem Hefesaft hin. In unseren Versuchen war die Einwirkung 
der MJE. auf die Hefe nur von kurzer und stets konstanter Dauer: 
Hefe ohne Hexose wurde iiberhaupt niemals der MJE.-Wirkung aus- 
gesetzt. Trotzdem blieb der MJE.-Effekt unter den bestimmten Be- 
dingungen: Béackerhefe, Phosphatpuffer, px tiber 6,9, aus. Suchen 
wir nach einer Erklarung fiir den Ausfall des MJE.-Effektes, so lehrt 
uns das in Abb. 7 demonstrierte schlagartige Ausl6schen der bereits 
vollentwickelten MJE.-Wirkung durch py-Anderung unter Phosphat- 
zusatz: 

1. Eine mit steigender px einsetzende Dissoziation des Molekiils 
und Jonisierung von Jod als Ursache der Wirkungslosigkeit der MJE. 
kann nicht angenommen werden. Ein so rasch eintretender Verfall 
des Molekiils erscheint nach Holmberg (17), der die Dissoziation der 
MJE. in saurer und neutraler Lésung nach der Formel 


CH,JCOOH + H,O > CH,(OH)COOH + H + J 


untersuchte und eine solche zu 5% in 960 Stunden bei 25°, C fand. 


véllig unméglich. Allerdings kénnen die Verhaltnisse im Garungstrog 
fiir die Dissoziation der MJE. ganz anders liegen als bei den Holmberg- 
schen Bestimmungen, wissen wir doch durch die Untersuchungen 
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Chargaffs (18), daB die Eiweibabbaustoffe Cystein und Thioglvkokoll- 
siure die Zersetzung stabiler organischer Jodverbindungen betrachtlich 
beschleunigen kénnen. Nachdem wir aber auch durch MJE., das vor dem 
Gadrungsversuch bei langerer Quarzlampenbestrahlung mit Sicherheit 
zum Teil dissoziiert war, beim Vergleich mit unbestrahltem Salz kein 
friiheres Aufhéren der Garungswirkung bei steigendem py feststellten, 
kann wohl auch im biologischen Giarungsmilieu eine Dissoziation der 
MJE. fiir das Ausbleiben des Effektes nicht mehr verantwortlich 
gemacht werden. 

2. Die schlagartige Wirkung der py-Anderung durch Phosphat- 
zusatz weist auf einen chemischen Reaktionsmechanismus zwischen 
der Monojodessigsiure und irgendeinem die Backerhefe in besonderem 
Mage auszeichnenden Stoff hin. Als solche Stoffe kommen, wie Newberg 
und Kobel bereits betonten, die Purine, Nucleinséiuren und Nucleoside, 
auch das Arginin des Hefesaftes in Betracht, an deren Aminogruppen 
sich Jodessigsiure anlagern kann. Da es zu einer Wirkung derartiger 
Koérper gekommen ist, mag mit einiger Wahrscheinlichkeit aus der 
nach Aufhebung des MJ E.-Effektes einsetzenden Giarungsbeschleunigung 
wie sie Abb. 6 wiedergibt. geschlossen werden, nachdem gemaB den 
Untersuchungen Neubergs (19) und seiner Mitarbeiter dieser Koérper- 
klasse eine gérungsférdernde Wirkung zukommt. 

Die Tatsache, daB die Gegenwart von Phosphatpuffer zum Auf- 
horen des MJE.-Effektes in entsprechendem py notwendig ist, laibt 
den weiteren SchluB zu, daB diese Aminokérper nicht in reiner Form, 
sondern vermutlich in einer Koppelung mit Phosphorsdéure, d. h. als 
Phosphorsiureester, sich der MJE. zur Reaktion anbieten. Dab gerade 
solche Esterbildungen Trager der wichtigsten Garungsfunktionen im 
pflanzlichen und tierischen Organismus sind, haben wir bereits erwahnt. 
als wir von der Adenosinphosphorsiurenatur des Hefe-Co-Ferments 
sprachen. Diese Darlegungen tiber die girungsbeschleunigende Wirkung 
der MJE. bei schwach alkalischem py geben auch Erklarungsmoéglich- 
keiten fiir den in nahezu identischen Kurvenbildern verlaufenden Jod- 
ioneffekt. Es liegt die Annahme nahe, im Jodion einen Katalysator 
fiir die Bildung besonderer Phosphorsdureester, die auf glykolytische 
Stoffwechselvorginge Einfluf8 gewinnen, zu sehen. 


Die von uns im Garungstrog an Hefezellen baw. Zellsaften beob- 
achtete Jodsalzwirkung auf den GéarungsprozeB kann zunachst nur 
als Ergebnis eines ,,pharmakologischen Experimentes”* gewertet werden. 

Da wir aber, wie von uns eingangs ausgeftihrt wurde, die Hefezellen 
ja nur als Testobjekte fiir einen Jodettekt wahlten, der mehr oder minde 
deutlich auch in’ glykolytischen Stoffwechseluntersuchungen  trerische? 
Gewebe erkennbar ist, kann unseres Erachtens dem beschriebenen Jod 





216 A. Sturm u. J. Schulz: 


effekt eine allgemein biologische Bedeutung nicht abgesprochen werden 
Damit tihrt das Problem, das sich mit der Frage nach der Jodionwirkun, 
auf Gewebsglykolysen beschaftigt, iiber rein pharmakologische Cresicht- 
punkte hinaus und gliedert sich in physiologische Jodstoffwechselfragen ein 
es eréffnet vielleicht den Weg, um Verstandnis fiir die Aufgabe des bishe: 
in seiner Funktion noch véllig unbekannten Gewebsjods zu gewinnen. Dj 
Berechtigung, Jodstoffwechselfragen mit glykolytischen Stoffwechse! 
vorgingen zu verkniipfen, leiten wir nicht so sehr aus den dargelegten 
Ergebnissen unserer manometrischen Stoffwechselmessungen im Warbury 
schen Gérungstrog (mit oder ohne Jodzusatz) ab, sondern finden diese j: 
einem merkwiirdigen, bisher nicht beachteten Parallelgehen von Ver 
anderungen des Jodgehaltes der Organe mit Abwegigkeiten der allgemeinen 
Stoffwechselgr6Ben dieser Organe: So konnten A. Sturm und W. Buch 
holz (20) nachweisen, daB im Carcinomknoten der Leber dreifach mehr Jod 
enthalten ist als im umgebenden gesunden Lebergewebe; durch Wa 
burg (21) wissen wir, daB die glykolytischen Stoffwechselvorgéinge im 
Carcinomgewebe um das Mehrfache gesteigert sind. Ahnliches gilt fii 
normales und krankhaft verandertes lymphatisches Driisengewebe. Proli 
ferativ-tuberkulés veraindertes Lungengewebe, deren spezifischer zellulire: 
ReaktionsprozeB einen erhéhten Atmungs- und Gérungsstoffwechse| 
besitzt, sind staérker jodiert als normale Lungen; dagegen ist verkiistes, 
d.h. der Nekrose anheimgefallenes Gewebe, das keinen Atmungs- und 
Garungsstoffwechsel mehr zeigt, extrem jJodarm oder gar jodfrei. Die von 
Brehme [{zit. nach W. Keller (22)] mitgeteilte Jahreszeitenkurve des Milch- 
siuregehaltes des Blutes, die als Abbild der glykolytischen Prozesse im 
Kérper anzusehen ist, deckt sich weitgehend mit der von A. Sturm und 
Buchholz veréffentlichten Jahreszeitenkurve von Organjod und Blutjod! 
Sehr bemerkenswert fiir unsere Betrachtung erscheint uns auch die Tatsache. 
daB das groBe Glykogendepot des Kérpers, namlich die Muskulatur, 50 bis 
60°, des gesamten Ké6rperjods (einschlieBlich Schilddriise!) in sich birgt. 

Alle diese genannten Besonderheiten des Jodstoffwechsels sind nicht 
etwa schilddriisenbedingte Zustandsinderungen des Organjods; sie gelten 
auch fiir den schilddriisenlosen Zustand! Nachdem die gemeinsame Be- 
sonderheit dieser Organe in charakteristischen Veranderungen des Jod- 
gehaltes und der allgemeinen Stoffwechselgré6Ben besteht, erscheint es als 
eine zwanglose Folgerung, auch einen ursdchlichen Zusammenhang zwischen 
den genannten Veriénderungen anzunehmen. Der biologische Sinn diese 
Jodverschiebungen in den Organen kann unseres Erachtens nur darin 
gesehen werden, daB der ,,Jodstoff*' dieser Organe Bedeutung fiir den 
Garungs- und Atmungsstoffwechsel selbst hat. Man kénnte sich sehr woh! 
denken, daB die Bedeutung dieses Jodstoffs (dessen chemische Natur wil 
nicht kennen), viel eindrucksvoller ist als der Jodioneneffekt, den wir in 
Hefezellen beobachteten und der den wahren Stoffwechselmechanismus in 
den Kérperorganen vielleicht nur andeutungsweise erkennen laBt. (Dabei 
moéchten wir die Frage, ob die Bedeutung des Gewebsjods nicht auch in 
der Richtung eines jodhaltigen Hemmungskoérpers nach der Art der Mono 
jodessigsaéure liegt, durchaus offen lassen.) 

Mégen die Darlegungen dieses Abschnittes vorwiegend spekulative: 
Natur sein, so basieren sie doch auf einem rein experimentell deduzierten 
Tatsachenmaterial, das uns ermutigt, der angeschnittenen Frage: Ist da- 
Gewebsjod in der oben angedeuteten Weise oder sonst irgendwie verkniiptt 
mit dem GérungsprozeB ? weitere Untersuchungen zu widmen. — Zweck 
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lieser Abhandlung sollte sein, einen Garungseffekt des Jods an einem 
relativ einfach konstruierten biologischen Material, namlich an der Hefe, 
unter anaeroben Bedingungen zu beschreiben und Anregung fiir eine neu- 
iutige Betrachtung des Jodstotfwechsels lebender Organismen, insbesondere 
der pbysiologischen Bedeutung des Gewebsjods, zu geben 


Zusammenfassung. 


1. Die von A. Sturm friiher beobachtete géirungssteigernde Wirkung 
von Jodiongaben bei tiberlebenden Schilddriisengewebsschnitten findet 
sich nach Anwendung gréBerer Joddosen (10-3 mol.) auch in Stoff- 
wechselversuchen mit Lebergewebsschnitten. 

2. Jodzusitze von 10-4 bis 10>? mol. zur Hefezellsuspension 
bedingen stets eine Géarungsbeschleunigung bestimmter Géarungs- 
phasen um durchschnittlich 29,1 °&, der Normalgarung (maximal 110 °,). 

3. Die Starke des Jodeffektes auf die Hefegarung ist abhangig 
von der GréBe des Jodionenzusatzes, von der Heferasse (Backerhefe, 
Bierhefe), von der Wasserstoffionenkonzentration der Hefezellsuspension, 
vor allem aber von der Art des Jodzusatzes (ob zu Beginn des Versuchs 
oder in Angirungsstadien oder erst nach Uberschreitung des normalen 
Gaérungsmaximums). Die Bedingungen fiir einen optimalen Jodeffekt 
sind: Backerhefe, Jodzusatz von 10°? mol. im Angdrungsstadium, 
pu 7,2 

4. Auch bei Vergairung von Hefemazerationssaft wird, sofern die 
durch unspezifische Salzfunktion bedingte Verzégerung der ,,Induktion* 
vermieden wird, der Jodeffekt beobachtet. 

5. Der Jodeffekt fallt in die Phosphorylierungsphase des Zucker- 
abbaues. Vergirung von Brenztraubensiure und Hexosediphosphat 
werden durch Jodionzusatz nicht beeinfluBbt. Robison-Estergirungen 
werden durch Jodionzusatz beschleunigt. Auf Beziehungen des Jod- 
effektes zum Co-Fermentsystem wird hingewiesen. 

6. In Gegenwart von Monojodessigséure (MJE.) kommt der Jod- 
effekt nicht zur Geltung. 

7. Die MJE.-Hemmungswirkung auf die Hefegaérung wird mit 
steigendem px immer geringer, kann zuletzt ganz aufhéren, ja sogar 
in Garungsbeschleunigung umschlagen: das Ausbleiben der M.JE.- 
Hemmungswirkung ist gebunden an bestimmte Bedingungen: Béacker- 
hefe, Phosphatpuffer, px iiber 6,9. 

8. Die Co-Fermentwirkung, die Vergiérung von Hexosediphosphat 
und von Brenztraubensaure wird von der MJE. nur bei px unter 6.5 
gehemmt. 

9. Die Méglichkeit der chemischen Reaktion der MJE. mit garungs- 
beschleunigenden Aminokérpern (Purine, Nucleinsauren, Arginin usw.) 
wird diskutiert. 


14* 
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10. Die Frage nach dem Jodeffekt bei Hefegarung wird zum al! 
gemeinen Jodstoffwechselproblem erweitert. Auf die Bedeutung cd: 
allgemeinen Gewebsjods des Tierkérpers fiir Stoffwechselfunktione: 
des Gewebes (besonders fiir Garungsprozesse) weist das Parallelgehe: 
von Organjod mit Abwegigkeiten in den allgemeinen Stoffwechse 
groBen hin. 

Literatur. 


1) A. Sturm, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 74, 555, 1930. 2) Wa 
hard, ebenda 79, 451, 1931. 3) Brehme u. Brahdy, diese Zeitschr. 175 
848, 1926. 4) Scharrer u. Claus, Arch. f. Mikrobiol. 1, 343. 5) Schoell: 
u. Gehrke, Klin. Wochenschr. 9, 1129. 6) Zeller, diese Zeitschr. 171. 45 
1926. — 7) Meter, ebenda 174, 384, 1926. 8) Stoklasa, ehenda 176, 3s 
1926. 9) Scharrer u. Schwartz, ebenda 187, 159, 1927; 245, 218, 1932. 
10) Boas, ebenda 215, 257, 1930. 11) J. BE. Greaves, G. E. Zobell u. J. 
Greaves, J. of Bact. 16, 409. 12) Kotjmans, Centralbl. f. Bakt. Ll. 82 
347. — 13) Meyerhof, Zeitschr. f. physiol. Chem. 102, 185. 14) Lohman 
Naturwiss. 17, 624; diese Zeitschr. 233, 416, 1931; 241, 50, 1931. 
15) Lundsqaard, ehbenda 217, 162, 1930; 220. 1, 1930; 227, 51, 1930. 
16) Neuberg u. Kobel, ebenda 238, 239, 1931. — 17) Holmberg, Meddelande: 
fran K. Vedenscapo-academiens. Nobelinstitut, 5, Nr. 11. 18) Chargat! 
diese Zeitschr. 215, 69, 1929. 19) Neuberg, Reinfurth u. Sandberg, ebenda 
121, 215, 1921; 125, 202, 1921; Newberg u. Kobel, ebenda 174, 464, 1926. 
20) A. Sturm u. B. Buchholz, Arch. f. klin. Med. 161, 227. 21) O. War 
burg, Stoffwechsel der Tumoren, Berlin 1926. — 22) W. Keller, Zeitschi 
f. d. ges. exper. Med. os, 117. 


Nachwort. Die Publikation vorliegender Abhandlung. die bereits in 
Juli 1932 abgeschlossen wurde, hat sich aus auBeren Griinden verzégert 
Inzwischen wurden uns zwei Arbeiten bekannt. die manche Punkte unsere: 
Problemstellung beriihrten. Es handelt sich um die Arbeit von Lundsgaard ', 
der in Ubereinstimmung mit unseren Versuchen von einer ..sehr groBen 
Reaktionsabhangigkeit der MJE.-Wirkung™ auf die Garung von Prebhete 
berichtet. Bei py 7 fand Lundsgaard in einigen Fallen, ahnlich wie wir. 
iiberhaupt keine Wirkung der MJE. Besonders interessierte es uns, dal) 
auch Lundsgaard aut die verschiedene Reaktionsempfindlichkeit verschiedene 
Praparate der gleichen Hefeart hinwies. 

Ferner teilten Jwatsuru, Hosoda und Nakai? mit. daB kleine Natrium 
jodidmengen die Glykolyse von Meerschweinchen- und Kaninchennieren 
gewebe betrachtlich steigern: ..es handelt sich (nach Ansicht der genannten 
Autoren) um eine wirkliche Zellwirkung*. 


1 Diese Zeitschr. 250, 61, 1932. 
2 Ebenda 254, 301. 1932. 
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Uber das Verhalten 
der Glycerinsiure-mono-phosphorsiure gegen Hefe. II. 


Von 
Carl Neuberg und Maria Kobel. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Wie wir gezeigt haben(1), wird die synthetische d, |-Glycerinsdure- 
mono-phosphorsdure sowohl durch Hefe als durch Milehsdurebazillen 
wie durch das in seiner Wirkung den Hefen nahestehende T'ermo- 
hakterium mobile in Brenztraubensaure tibergefiihrt. Je nach den 
Versuchsbedingungen haben wir ferner Kohlendioxyd und Acetaldehyd 
als Erzeugnisse einer carboxylatischen Umwandlung nachgewiesen. 

Die vor Jahren von Neuberg, Vogt und Weinmann (2) im Hinblick auf 
die physiologische Rolle der Ester-phosphorsauren (3) kiinstlich bereitet 
gewesene Verbindung hat inzwischen eine erhéhte Bedeutung dadurch 
erlangt, da®B ihre lavogyre Form von Nilsson (4) sehr bemerkenswerterweise 
bei einem glykolytischen ProzeB, und zwar bei besonderer Art der Crit 
fihrung, aufgefunden wurde!. Embden, Deuticke und Kraft (5) haben sodann 
ein Produkt gleicher Zusammensetzung bei der Umwandlung des Hexose- 
di-phosphats im Muskel angetroffen, wo ihr Auftreten durch besondere 
ionale Einfliisse bedingt ist; fiir eine Anteilnahme dieses K6érpers an 
Stoffwechselvorgangen sprechen ferner neuere Beobachtungen von We yerhos 
und Me Eachern (6). 

Unsere erwahnten Versuche (1) mit der synthetischen Phospho- 
glycerinsiure waren, genau wie die von Vogt (2), mit einem Material 
vorgenommen, das seiner Herstellungsart nach ein Racemat und mdég- 
licherweise auch ein Gemisch von x- und /-Form ist. Es war daher 
notwendig, mit der jetzt zuginglichen natiirlichen Modifikation des 
Glycerinsdure-mono-phosphats unsere friiheren Experimente zu wieder- 
holen. Das verwendete Substrat stellten wir im Prinzip nach der Vor- 
schrift von Nilsson (4) dar, doch ist es uns gelungen, die Isolierung 
und Reinigung wesentlich zu vereinfachen. Es ist namlich mdglich, 
worauf schon kurz hingewiesen ist (7), durch Ausbau der Methodik 
mit Hefe die wichtige optisch aktive Form der Glycerinsaiure-mono- 


1 Anm. bei der Korr. Der Autor betont jiingst (Svensk Kemisk 
Tidskrift 45, 129, 1933), daB er die Einbeziehung der Substanz auch in 
andere glykolytische Vorgéinge erwogen habe. 
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phosphorsaure in beliebigen Mengen zu gewinnen. Wahrend Nilsson 
zunachst ein rohes Bariumsalz bereiten muBte und durch Extraktion 
desselben mit groBen Mengen Wasser zu einem durch Athanol fallbaren 
Gemisch neutraler Bariumsalze gelangte, aus dem er schlieBlich iiber 
das Strychninsalz die gesuchte Verbindung erhielt, erreichten wir 
die unmittelbare Kristallisation des sauren Bariumsalzes der Phospho- 
glycerinsdure direkt aus den Hefenansaétzen. Durch einmalige Um.- 
fallung aus chlor- oder bromwasserstoffhaltigem Wasser mit Alkoho! 
wurde es in analysenreinem Zustande in prachtvollen glitzernden Blatt- 
chen gewonnen, die sich von dem ebenso abgeschiedenen Salz der race- 
mischen Saure (1) nur im Kristallwassergehalt unterscheiden. Ausbeute 
bis etwa 58g analysenreine Substanz aus 4 Liter Reaktionsgemisch 
(siehe experimentellen Teil). 

Aus dem festen Bariumsalz kann man in sehr einfacher Weise 
durch Schiitteln mit der berechneten Menge Natriumsulfat-lésung 
das entsprechende Natriumsalz darstellen. Die Umsetzung geschieht 
angesichts der feinen Verteilung des sauren Bariumsalzes quantitativ. 

Unter den friiher von uns beschriebenen und in bezug auf das py 
modifizierten Bedingungen wird — wie bei der synthetischen Substanz - 
auch die Uberfiihrung der l-Sdure in Brenztraubenstéure vollzogen. 
Es wird im Einklang mit den damals von uns mitgeteilten Belegen 
mehr Phosphorsaure abgespalten, als Brenztraubensiure faBbar ist. 
Wie wir bereits angegeben hatten, findet auch eine carboxylatisch 
Spaltung statt. Man kann diese zum Hauptproze8 machen, wenn man die 
H-Ionen-konzentration andert und geeignete Hefezubereitungen benutzt. 

Wiahrend Brenztraubensiure bekanntlich auch durch _frische 
Hefen vergoren wird, sprechen beim phosphoglycerinsauren Salz ver- 
mutlich Fragen der Permeabilitat mit. Frischhefe ist zur Herbei- 
fihrung der carboxylatischen Spaltung von Phospho-glycerinsdure 
wenig geeignet. Verwendet man aber Trockenhefe oder aus dieser 
bereiteten Mazerationssaft oder Aceton-dauerhefe, so erfolgt unter den 
fiir die Pyruvinatvergarung als giinstig erkannten Bedingungen praktisch 
quantitative Vergarung der gepaarten Ester-phosphorsaure. Die Be- 
dingungen liegen also hinsichtlich der Zellendurchlassigkeit ahnlich 
wie fiir das in gewisser Beziehung vergleichbare Hexose-di-phosphat. 


Als Spaltungsprodukte der Phospho-glycerinsiure identifizierten wir 


Kohlendioxyd nebst <Acetaldehyd und bestimmten sie quantitativ, 
ebenso das <Acetoin, das analog den Verhaltnissen bei der Brenz- 
traubenséurevergarung (8) unter Aahnlichen Pufferungsbedingungen 
reichlich auftritt. Diese Umsetzung soll nach verschiedenen Rich- 


tungen weiter verfolgt werden. 
Wie wir friiher (1) angefiihrt haben, ist zu untersuchen, ob mit 
phosphatase-freiem Ferment Glycerinaldehyd-phosphorsiure zu Phos- 
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pho-glycerinsaure und Glycerin-phosphorsaure dismutiert werden kann, 
und ob diese Stoffe vor den phosphorsaure-freien Endprodukten det 
vierten Vergérungsform, d.h. Brenztraubensiure und Glycerin, in 
der Reaktionsfolge liegen. Ebenso wird experimentell zu priifen sein, 
ob die von Nilsson (9) angenommene oxydoreduktive Umsetzung von 
Acetaldehyd mit der Triosemonophosphorsaure den Eintritt der ersten 
Vergirungsform zu erkliren vermag. Das kann zunidchst angenommen 
werden, da wir zeigen, daB Glycerinsiure-mono-phosphat von Hefe 
nicht nur gebildet, sondern auch weiter verarbeitet wird. Die Angarung 
des Glycerinsiure-mono-phosphats ist zwar langsamer als die von 
Pyruvinat: spater aber sind die Gargeschwindigkeiten nicht sehr ver- 
schieden (s. 8. 227). Sicher ist, daB unsere an der synthetischen Substanz 
gemachten Feststellungen nunmehr fiir die aktive Form bestatigt sind, 
und eine solche kénnte als normales Zwischenprodukt fungieren 


Zu besonderem Dank sind wir der Rockefeller-Foundation in 
New York fiir die Gewahrung von Mitteln verpflichtet, mit denen wit 
die vorliegenden und voraufgegangenen Untersuchungen iiber diesen 
Gegenstand ausfiihren konnten. 


A. Darstellung des kristallisierten sauren Bariumsalzes der links- 
Phospho-gly cerinsiure. 


Die Erzeugung des Glycerinsaéure-mono-phosphats geschah in) dem 
von Nilsson angegebenen Reaktionsgemisch. 

Das Gemenge von 1000 cem */, mol. Phosphat (pg 6,5), 800 com 3° iger 
Lésung von hexose-di-phosphorsaurem Natrium, 1200 cem 2° iger Acet 
aldehyd-, 800 cem 25°,iger Glucose- und 200cem 0.2m = Natriumfluorid 
lé6sung wurde mit 200 g Trockenhefe (aus Patzenhofer Unterhefe) 3! . Stunden 
bei 37° digeriert. wobei pro Kubikzentimeter Versuchslésung etwa 1,2. bis 
15mg P (in verschiedenen Versuchen) in organische Bindung neu _ tiber- 
gefiihrt wurden. Nach Abzentrifugieren von der Hefe, Nachwaschen des 
Riickstandes mit wenig Wasser und Ausfallung des noch vorhandenen an- 
organischen Phosphats mit Magnesiumacetat in ammoniakalischer Losuny 
wurde die filtrierte Fliissigkeit mit Essigsaéure neutralisiert und mit 250 cem 
50°.iger Bariumacetatlésung sowie 150 cem Elisessig versetzt. Von einer 
geringen Triibung wurde abzentrifugiert und die klare L6sung nach kraftigem 
Anreiben iiber Nacht im Eisschrank aufbewahrt. Am nachsten Morgen hatte 
sich an den GefaBwanden eine dicke Aristallschicht abgesetzt: sie wurde 
abzentrifugiert und je einmal mit Wasser sowie Alkohol gewaschen 
Ausbeute 58,73 g Rohprodukt'. 


1 Die Ausbeute an Phosphoglycerinsiure kann noch erhoht werden, 
wenn man die von den Kristallen befreite Lésung mit Baryt neutralisiert 
(nach anfanglichem Zusatz von konz. Natronlauge) und den dabei ent- 
stehenden Niederschlag nach einigen Stunden abzentrifugiert. Wir erhielten 
in dem beschriebenen Versuch eine Barytfallung von 20,52 g. die bei Ver 
arbeitung in der S. 223 angegebenen Weise noch 7.85 g reines kristallisiertes 
saures Bariumsalz lieferte. 
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Zur Reinigung wurde dieses Material in bromwasserstoffhaltigem 
Wasser fraktioniert gelést und gefalit. Zunachst wurde mit 200 cem Wasser 
und l0cem 25°, iger Bromwasserstoffsaure 1] Stunde geschiittelt; der in 
Losung gegangene Anteil wurde mit der doppelten Menge Alkohol niede1 
geschlagen (Fraktion I). Der Riickstand wurde weiter mit 4,8 Liter Wasser 
und 25 cem 25°, iger Bromwasserstoffsaure geschiittelt, die filtrierte Lésuny 
wieder mit Alkohol gefallt (Fraktion II) und das Ungeléste nochmals mit 


1500 com Wasser plus 10 cem 25°, iger Bromwasserstoffsaiure einige Stunden 
behandelt. Durch Fallung der filtrierten Lésung wurde eine dritte Fraktion 


gewonnen. 

Durch die angegebene Alkoholfallung der gegen Kongo eben sauren 
Losungen erhielten wir in allen Fallen sofort das schén kristallisierte saur 
Bariumsalz der Phospho-glycerinsaéure in analysenreinem Zustande (s. unten) 

Die Ausbeute! aus den zur Reinigung verwendeten 58,7 g Rohprodukt 
betrug 50.14 ¢, und zwar 7.20 ¢ I. Fraktion, 31,25 ¢ II. Fraktion, 11,69 
Lil. Fraktion. 

Zu den Barium- und Phosphor-analysen sowie zur Polarisation wurden 
die drei Substanzen bei 56° im Hochvakuum zur Konstanz getrocknet und 
0,956 g der L. Fraktion, 0,968 g der II. Fraktion, sowie 0,967 g der III. Frak 
tion mit 2n HCl auf je 10 cem gebracht. Je 2 cem dieser Lésungen wurden 
zur Bariumbestimmung und je 2 cem einer mit Natriumsulfat umgesetzten 
sowie auf den 15. Teil verdiinnten Lésung nach Veraschung zur Ermittlung 
des Phosphor-gehalts nach Embden verwendet. 


0,1912 ¢ Fraktion I gaben 0,1303 bzw. 0,1297 ¢ BaSO,, 
0.1936 ¢ 9 I] 99 0.1308 ,, 0,13804g BaSO,, 
0,1934 ¢ -_ II] = 0.1314 ,, 0,13812¢ BaSO,, 


12,747 mg _s,, I, 0,1010  ,, 00,1009 g Strychnin-phosphor- 
molybdat, 


12,907 ,, - II » 09,1021 ,,  0,1034 g Strychnin-phosphor- 
molybdat, 


12,893 ,, 99 Itt = ,,) = 0,1089 4, = 00,1046 g Strychnin-phosphor- 
molybdat, 


4,958 ,, 9 Il .,s- 1.895 mg CO, und 1,360 mg H,O. 


Aus der Substanz lieBen sich durch Trocknung !m Hochvakuum 
(bei 130°) bislang nur 2 Mo! Kristallwasser austreiben. 
(,H,O,PBa + 3H,0. Ber.: Ba = 39.88%, P = 9.01%, C = 10,46°, 
(344,47) H B.28 Hae 


I. Fraktion gef.: Ba 40,10, 39,92°.,, P 8,87, 8,86°,. 


Il. + o ae 39.76, 39,64°,, P 8,86, 8,97°,, C 10,43 ° 
H 3,07 %. 
HIT. a “ 39.98, 39,92°., P 9,02, 9,08°.. 


'Man kann auch HCl anwenden; bei Verarbe.tung des rohen 
neutra'en Bariumsalzes (vgl. 8.221, Anm.) bietet H Br Vorziige. 
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Nach den analytischen Ergebnissen war die Konzentration an freier 
Phospho-glycerinséure in der Loésung der |. Fraktion ¢ 5,165°., det 
11. Fraktion ¢ = 5,230°,, der ILL. Fraktion ¢ 


UD eet 


5,225 


Im l-dm-Rohr zeigten die Losungen folgende Drehungen: |. Fraktion 


% 0.71%, IL. Fraktion « 0,72°, ILL. Fraktion « O71". 
Die spezifische Drehung betragt demnach: I. Fraktion | «|; 13,75°, 
11. Fraktion | «|p 13,77°, LLL. Fraktion | «|p 13,30°*. 


Es lag also in allen drei Fraktionen reines, saures Bariumsalz det 
Phospho-glycerinséure mit einem Kristallwassergehalt von 3 Mol HYO vor. 


Zw Darste llung des re men Salzes eriibriat sich deshalb dus fraktionverte 
Umldsen des Rohkristallisats. 


Das gleiche kristallisierte saure Bariumsalz kann man auch aus dem 
nach der Angabe von Nilsson gewonnenen neutralen, amorphen, rohen, 
phospho-glycerinsauren Barium durch Loésen in bromwasserstoftthaltigem 
Wasser und Fallen mit Alkohol (s. oben) darstellen. In diesem Falle ist 
jedoch eine Fraktionierung erforderlich, da das Nilssonsche amorphe Roh- 
produkt ein in bromwasserstoffhaltigem Wasser leicht lésliches, mit Alkohol 
fallbares amorphes Bariumsalz einschlieBt. Dieses laBt sich abtrennen, 
wenn man das rohe Bariumsalz erst etwa ', Stunde mit der vier- bis sechs 
fachen Menge Wasser und so viel Bronwasserstoffsaure schiittelt, dab die 
Lésung gegen Kongopapier eben sauer ist und die stOorende Verunreinigungen 
enthaltende Lésung absaugt. Der Riickstand lefert nunmehr durch Losen 
in bromwasserstoffhaltigem Wasser und Fallen mit Alkohol das vorher 
beschriebene reine kristallisierte saure Bariumsalz ©,H,O;P Ba 3 HO. 


In der kristallisierten Verbindung sind, wie ersichtlich, 3 Mol Kristall- 
wasser zugegen. Im iibrigen weist sie dieselbe Zusammensetzung auf wie 
unser entsprechendes Racemat (2). Nilsson hat nur das neutrale Bariumsalz 
in amorphem Zustande in Handen gehabt ; die Drehung der daraus bereiteten 
freien Saure hat der schwedische Autor niedriger ({ |p 11,1°) an- 
gegeben. 


B. Uberfiihrung von Glycerinsiure-mono-phosphat in Brenztraubensiiure. 


Wir bereiteten eine Natriumsalzlésung von py 7.0 durch Schiitteln des 
sauren Bariumsalzes mit der berechneten Menge Natriumsulfatlosung und 
durch Zugabe von etwas Natronlauge. Der CGehalt der Losung an Phospho- 
glycerinsaure wurde durch P-Bestimmung festgestellt. 


300cem einer Lésung von phospho-glycerinsaurem Natrium von py 7.0, 
in der insgesamt 7.195 g Glycerinsaiure-mono-phosphorsaure als Natriumsalz 
zugegen waren, wurden mit 30g frischer Sinnerhefe (obergarig) und 15 ccm 
Toluol bei 37° digeriert. Da das Gresamtvolumen der Versuchslosung 330 cem 
betrug, waren demnach in | cem 3.6364 mg organisch gebundener Phosphor 
vorhanden. 


Zur Bestimmung der Phosphat-abspaltung aus der Hefe wurde ein 
entsprechender Vergleichsversuch nur mit Wasser, Hefe und Toluol vor- 
genommen. 

Zu den in den Tabellen I und II angegebenen Zeiten wurden in det 
iiblichen Weise Bestimmungen der abgespaltenen Phosphorsaure und det 
erzeugten Brenztraubensaure ausgeftihrt. 
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Tabelle I. erge 
Milligramm anorganischer Phosphor in je lcem Versuchslésung uae 
= me 
Hauptversuch Vergleichsversuch 
anol 
Zu Beginn 0.0172 0,080 
Nach 20 Std. 1,130 0.2064 
44, 1,489 0,2915 r 
68 , 1,676 0.3149 P 
« 0» 2,035 0.3390 7 
235 , 2,485 0.3320 ; 
Tabelle Il. 
Gramm Brenztraubensaure-2, 4-di-nitrophenylhydrazon aus 
100 cem Versuchslésung. 4 
*) 
Nach 44 Std. 0,56 14 
68, 0,72 
>» ae s 1,01 
~ wee oe 1.54 
Tabelle III. Verg 
m2 
Abgespaltener Phosphor in Gebildete garu 
Nach Std. x 0/, des Ausgangs- renee garu 
5 materials ‘ OE SROOEN 44.5 
losun 
20 0,924 25,41 _ wick 
44 1,197 32,95 17,83 (Ans 
68 1,362 37,46 22,92 entst 
115 1,696 46,64 32,15 auf | 
232 2,153 59,21 42.66 
Durch Abzug des im Vergleichsversuch abgegebenen Phosphors erhalt 
man den aus der Phospho-glycerinsiure frei gewordenen P (Tabelle III). 


In Tabelle IIL sind Phosphor-abspaltung und Brenztraubensaure-bildung 
in Prozenten der theoretisch méglichen Menge verzeichnet. Aus den Werten 
ersieht man, da®B im Anfang mehr Phosphor abgelést wird, als der erzeugten 
Brenztraubensaure entspricht; spater tritt praktisch ebensoviel Phosphor Nach 
saure auf, wie der entstandenen Brenztraubensdure aquivalent ist. 
Acetaldehyd war bei dieser Versuchsanordnung (py 7) nicht nachweisbar. 
Im sauren Milieu geht die Aufspaltung der Phospho-glycerinsaure raschet 
vor sich; man findet dann neben Brenztraubensaiure auch Acetaldehyd. 


C. Vergirung von Glycerinsiure-mono-phosphat. 


Benutzt wurde eine m 2 Lésung von saurem phospho-glycerinsaurem Weis 
Natrium, die in der zuvor beschriebenen Weise durch Umsetzung des unte! 
sauren Bariumsalzes mit Natriumsulfat (ohne Zugabe von NaOH) er- tativ 
halten war. Dan: 


Vorversuche tiber die Vergarung ohne Pufferung sowie unter Zusatz 138, 


von 2 mol. Natriumacetat bzw. von 2 mol. Natriumacetat + 1 mol. Essig- 
siure mit Trockenhefe, daraus bereitetem Saft und frischer Oberhetfe hatten 


Bi 
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ergeben, daB Frischhefte (ohne Toluol) iiberhaupt keine Vergarung bewirkte 
und dab in den Ansaétzen mit Saft sowie Trockenhete eine Putferung mit 
2 mol. Acetat und | mol. Essigsaure am giinstigsten war. 

Zur Bestimmung der Garprodukte wurden deshalb tolgende Versuchs- 
anordnungen gewahilt: 


x) Vergdrung mit Trockenhefe. 


40 cem m 2 Loésung von saurem phosphoglycerinsaurem Natrium, 


20)... Acetatpufter', 
140 ..) Wasser. 
20g Patzenhoter Trockenhefe. 


2cem Toluol. 


Bp) Vergdrung mit Hefensaft. 


40cem m 2 Lésung von saurem phosphoglycerinsaurem Natrium, 
20 ., Acetatpuffer?, 
140... Mazerationssaft aus Patzenhofer Trockenhete. 

2... Toluol. 


Temperat ur 37°. 


Zur Bestimmung des WKohlendioxyds dienten Je 20cem. In einem 
Vergleichsversuch, der in 20 cem 2 cem des gleichen Acetatputfers, 4 ccm 


m,/2 Dinatriumphosphat und 2g Trockenhete enthielt, wurde die Selbst 


garung der Trockenhefe ermittelt (Tabelle IV). Der Saft zeigte keine Selbst- 


garung. Danach waren nach 42 Stunden in dem Trockenhefeversuch x) 
44.5 2,5 42.0 cem und in dem Saftversuch /) aus 20 cem Versuchs 


lésung 41.7 cem CO, (23°, 762.9mm) aus der Phosphoglycerinsaure ent 
wickelt. Diese Volumina entsprechen 74.73 (Ansatz x) bzw. 74.20 mg CO, 
(Ansatz /). Da aus 20 ccm m/10 Phosphoglycerinséiure-l6sung 88.0 mg CO, 
entstehen kénnen, belief sich die Ausbeute an Kohlendioxyd im Sattversuch 
auf 84,32°,. im Trockenhefeversuch aut 84.92 der Theorie. 


Tabelle IV. 


Kubikzentimeter CO, aus 20cem Reaktionsgemisch. 





Zeit Temperatur Ansatz « Ansatz 3 Selbstgirung 
Nach °/, Std... . 37° 0,7 3.9 0.0 
2 aa 37 9.0 16.9 0,6 
See ee 37 47.) 44.0) 2.6 
a ae ee 37 45.4 45,3 2,8 
5, SE & se 4 23 44.5 41.7 2,9 


(762.9 mm) 


Die Isolierung des Acetaldehyds nahmen wir in von uns empfohlener 
Weise durch Destillation mit Wasserdampf von je 50 cem der Gargemische 
unter Beifiigung von 50 cem Wasser und Calciumecarbonat vor. Die quanti- 
tative Bestimmung erfolgte durch Titration mit) Hydroxylaminsultat. 
Danach waren in 100cem Versuchsgemisch z) 146.6 mg. in) LOQcem /) 
138.0 mg Acetaldehyd vorhanden. 


1 Im Liter 272 ¢ kristallisiertes Natriumacetat -—- 60g Elsessig. 
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Die Ermittlhing des Acetoins erfolgte nach Lemorgne-van Niel. Wegen 
des hohen Eiweibgehaltes wurden je 20 c¢cem des Reaktionsgemisches mit 
je 20 cem 20° iger Ferrichloridlésung ausgefallt und die gebildeten dicken 
Niederschlage abfiltriert; erst dann wurde langsam die in einen 1|-Liter- 
Kolben eingefiillte Fliissigkeit aus einem Glycerinbad in das Cemisch 
von Natriumacetat, Nickelsulfat und Hydroxylaminsultat hineindestilliert. 


Pro 100 cem Reaktionsgemisch waren im Trockenhefeversuch  ~) 
78.8img und im Saftversuch /) 81,7 mg Acetoin zugegen. Die Mengen 
des gebildeten Acetaldehyds + Acetoins betrugen demnach fiir LOO cem ~) 
225.4 mg und fiir 100 cem /) 219,7 mg, d. h. 51,23 bzw. 49,93°, der Theorie. 


Um eine zum Vergleich mit der Pyruvinatvergarung geeignete, einiger 
maken gleichmaBige Pufferung zu erzielen, wurde in den Brenztrauben 
siureversuchen ein Puffer verwendet, der auBer 2 Mol Natriumacetat und 
1 Mol Essigséiure noch I Mol Dinatriumphosphat enthielt (Essigséaure- 
Acetat-Phosphat-Putfer), wahrend zu dem sauren phospho-glycerinsauren 
Natrium, aus dem bei der Vergarung | Mol Na, H PO, frei wird, der vorher 
erwahnte und von uns vor Jahren zur Brenztraubensaurevergarung vor- 
geschlagene Essigsaure-Acetat-Puffer benutzt wurde. 


Ansiatze. 


1. 10) cem m/2 saures phospho-glycerinsaures Natrium, 


5 »  Essigsaure-Acetat-Putfer, 
35 .», Wasser, 
5 g Trockenhefe, 


0.5 cem Toluol. 


2. 10) cem m/2 saures phospho-glycerinsaures Natrium, 


5 »  Essigsaure-Acetat-Puffer, 
35 .. Mazerationssaft aus Patzenhofer Unterhefe, 


0,5 .. Toluol. 


3. 10) cem m2 Brenztraubensaure, 


5 »  Essigsaéure-Acetat-Phosphat-Puffer, 
35 » Wasser, 
5 g Trockenhefe, 


0,5cem Toluol. 


4. 10° cem m2 Brenztraubensaure, 
5 ,,.  Essigséure-Acetat-Phosphat-Puffer, 
35 .. Mazerationssaft, 


0.5 ,,  Toluol. 


5. Selbstgarungskontrolle, 

45 cem Wasser, 
5 ,,  Essigsiure-Acetat-Phosphat-Puffer, 
5 ¢g Trockenhefe, 


0,5cem Toluol. 


Je 20cem der Reaktionsgemische wurden in Eudiometern vergoren 
und die gebildeten Kohlendioxydmengen gemessen (s. Tabelle V). Die 
Antangs- und End-py-Werte sind in Tabelle VI angegeben. 
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Tabelle Vv. 


Kubikzentimeter CO, aus 20cem Reaktionsgemisch. 








Zeit Temperatur 1 2 } 4 7) 

Nach 1 Std... . 37° 1,3 7,5 26.5 14,2 0 
- » i x 37 5.6 16.6 34.0 23.6 0 
ie 0G). % « 37 17.6 33,4 43,8 30,8 0.1 
. § 37 20.8 35,2 45,7 31,6 0,2 
48 37 40.6 45,1 52.4 41,0 2.8 
se. ks 24 37.0 41.5 48.4 37.6 2.5 

(765 mm) 
Tabelle VI. 
Pu der Versuchslésungen. 

1 2 4 ) 

Zu Beginn .. . 5,12 5,20 5,25 5,36 6,05 
Am SchluB. . . 5,73 5.86 5,82 5,77 6,03 


Der Tabelle V ist zu entnehmen, dab die Angarung in den Brenz- 
traubensaéure-versuchen rascher vor sich ging. 
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Uber das gelbe Oxydationsferment'. 


Von 
Otto Warburg und Walter Christian. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem. 


(Eingegangen am 16. Juni 1933.) 


Durch Erwairmen mit wisserigem Methanol wird der Farbstoft 
des gelben Oxydationsferments von seinem kolloiden Trager abgelést. 
Belichtet man den Farbstoff in '|, n Natronlauge, so geht ein Farbstoft 
von sehr aihnlichen spektralen Eigenschaften aus der angesduerten 
Lésung in Chloroform. Er kristallisiert aus Wasser und hat die Zu- 
sammensetzung C),;H,.N,O,. Sein Zersetzungspunkt ist um 320" 
(unkorr.). Er wird durch Hydrosulfit zur Leukoverbindung reduziert. 
durch Schiitteln mit Sauerstoff zum Farbstoff reoxydiert. 

In einer vorhergehenden Notiz haben wir mitgeteilt, daB der Farb- 
stoff C),H,.N,O, bei kurzem Erwairmen mit verdiinnter Barytlauge 
Harnstoff abspaltet. Als zweites Produkt des Barytabbaues haben 
wir, mit einer Ausbeute von 70°), einen kristallinischen Korpet 
Cy H,)N, 0, erhalten, iiber dessen Gewinnung wir im folgenden berichten. 

41 mg der durch Belichtung aus dem natiirlichen Farbstoff ge- 
wonnenen Kristalle wurden mit 80 ccm !/;n Barytlauge 20 Minuten 
auf dem Wasserbad unter Durchleitung eines indifferenten Gases 
erwirmt. Dann wurden 200 ccm Wasser zugefiigt, wobei sich aus- 
geschiedene Flocken gréBtenteils lésten. Das Barium wurde genau mit 
Schwefelsiure ausgefaillt. Das Bariumsulfat wurde abzentrifugiert 
und mit Wasser gewaschen, die schwach gelbe Lésung wurde unter 
vermindertem Druck auf etwa 20 ccm eingeengt. Hierbei fielen 20 mg 
blaBgelbe Kristalle in feinen, vielfach gekreuzten Nadeln. Zur 
Reinigung wurden sie in 20 ccm Wasser bei etwa 50° gelést. Die filtrierte 
Lésung wurde im Vakuumexsikkator auf 5 ccm eingeengt. 

Auch die umkristallisierte Substanz war blaBgelb. Sie schmolz 
bei 208 bis 209° (unkorr.), also rund 100° niedriger als die Ausgangs- 


1 O. Warburg u. W. Christian, Naturwiss. 20, 688, 1932; 20, 980, 1932; 
diese Zeitschr. 254, 438, 1932; 257, 492, 1933; 258, 496, 1933; 260, 499, 1933 
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substanz. Wurde sie im Hochvakuum bei 150° sublimiert, so stieg de1 
Schmelzpunkt auf 210 bis 211° (unkorr.). 

Zur Analyse wurde die umkristallisierte (nicht sublimierte) Substanz 
5 Stunden im Hochvakuum bei 60° getrocknet. Gewichtsverlust 0,5 °,. 


3.770 mg Substanz: 8.321 mg CO, 1,687 mg H,O, 60,2°, C, 501°, H. 
2,947 ,, 99 6,459 ,, CO, 1,263 ,, H,O, 59,8% C, 4,79% H. 
3.200 ” 0,427 cem N (758mm, 22°), 42% N. 
1,832 ,, 9 0,244 , N (758 ,, 21°), 15,44% N. 


15 
15 
C,HyN,O,. Ber.: C 60,7, H 5,62, N 15,7 
(M 178) gef.: C 60,0, H 4,90, N 15.3 
Wie die Ausgangssubstanz, hat die neue Substanz ein dreibandiges 
Absorptionsspektrum, das jedoch gegen die Ausgangssubstanz nach 
Ultraviolett soweit verschoben ist, da nur eine geringe Absorption im 
Sichtbaren wibrigbleibt. Die Banden und ihre Héhen (in qem, Mole) 
sind fiir Lésungen in Chloroform: 
\usgangssubstanz: 270mu 6,2). 107, 350mu 1,94. 107, 445 mu 2,58. 107 
Neue Substanz: 250... 1,55. 10%, 330 ,, 14. 10', 300 ,. 117.10 
Anders als die Ausgangssubstanz wird die neue Substanz, die sich 
mit gelber Farbe in wasserigem Alkali lést, durch Hydrosulfit nicht 
entfarbt. 


Abscheidung des Harnstof{s als Dixanth ydrylverbindung. 

Um den bei der Barytspaltung entstehenden Harnstoff abzu- 
scheiden, verfahrt man wie oben bis zur Entfernung des Baryts. Das 
Filtrat vom BaSO, dampft man unter vermindertem Druck ein, 
schiittelt mit Ather und mit Chloroform aus und fiigt zu der so er- 
haltenen farblosen wisserigen Lésung Eisessig und Xanthydrol!. Z. B.: 

Aus 10mg Ausgangssubstanz wurden 10 ccm wasserige farblose 
Losung erhalten. Diese wurde mit einem Tropfen Natronlauge neutral 
gemacht, mit 10 cem Eisessig und dann mit 2 ccm einer methylalkoholi- 
schen 5° igen Lésung von Xanthvdrol versetzt. Es fielen die be- 
kannten gebogenen Kristalle. Sie wurden abgesaugt und mit wenig 
kaltem Methanol gewaschen. Im Vakuum getrocknet wogen sie 8.9 mg. 
Sie schmolzen bei 274° (unkorr.), bei derselben Temperatur schmolz 
eine gleichzeitig erhitzte Probe von reinem Dixanthydrylharnstoff. 

Zur Stickstoffbestimmung wurde im Hochvakuum bei 60° getrocknet. 

7,117 mg Substanz: 0.397 cem N (761mm, 22°), N 6,46 
CyyHagN,O3- Ber.: 6,67°% N; 
(M 420) gef.: 646°, N. 


' R. Fosse, Ann, Inst. Pasteur 30, 525, 1916. 





Cysteinoxydation mit Kupferkatalyse. 


Von 
K. A. C. Elliott. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium, Cambridge.) 


(Eingegangen am 18, Juni 1933.) 


K. Gad Andresen und Borge Nielsen! erhielten bei der Untersuchung 
der Sauerstoffaufnahme gleichartiger Cysteinlésungen, in Gegenwart 
von Kupfer, schwankende Ergebnisse. Sie schlieBen daher, daB dic 
von mir ver6ffentlichten Ergebnisse? von zweifelhafter Bedeutung 
sind. Es scheint mir unberechtigt, meine Versuche zu_kritisieren 
ohne meine Methoden ausgeprobt zu haben. Andresen und Nielsens 
Ergebnisse kénnen wohl auf ungleichmaBige Sauerstoffdiffusion ir 


der Versuchslésung zuriickgefiihrt werden; die Form der von diesen 
Autoren benutzten ReaktionsgefaiBe ist zu diesem Zwecke ungeeignet. 
Sie erwihnen keine Versuche zur Ausschaltung von Diffusionseffekten, 
obwohl Dixon und Elliott® die Notwendigkeit gezeigt haben, diesen 
Faktor bei der Messung schneller Sauerstoffabsorptionen zu_beriick- 
sichtigen. In ihrer Bezugnahme auf die von Elvehjem* angegebenen 
Schwingungsgeschwindigkeiten iibersehen Andresen und Nielsen, dal 
dieser Autor, ebenso wie ich, RespirationsgefaBe mit flachem Boden 
benutzte. 

1 K.Gad Andresen u. Borge Nielsen, diese Zeitschr. 261, 22, 1933. 

_? K. A.C. Elliott, Biochem. J. 24. 310, 1930. 


3° M. Dixon u. K. A.C. Elliott, ebenda 24, 820, 1930. 
40. A. Elvehjem, ebenda 24, 415, 1930. 


Berichtigung. 


In die Tabelle I der Abhandlung von Bent Andersen (diese Zeitschr. 
262, 99, 1933) hat sich ein Rechenfehler eingeschlichen. Es ist in det 
dritten Kolonne der Tabelle statt 0,233 zu lesen: 0,167. Dementsprechend 
ist der zweite Punkt der Kurve fiir kristallisiertes Pepsin auf Abb. | 
parallel zur Abszissenachse bis zur Abszisse 0,167 zu verschieben. Die 
entsprechende Kurve der Abb. 2 wurde mit den richtigen Werten 
berechnet und bedarf daher keiner Anderung. 
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Uber quantitative Fermentbestimmungen. 
Die Bestimmung des Lipasegehaltes. 


Ve v1 
H. Steudel. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 31, Mai 1933.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Solange man die Wirkung der verschiedenen Fermente kennt, 
ebenso lange hat man sich bemiiht, diese Wirksamkeit nun auch 
quantitativ zu erfassen. Lag hierfiir anfangs nur ein rein wissenschaft- 
liches Interesse vor, insofern man die Wirksamkeit z. B. der Ver- 
dauungssifte unter wechselnden Bedingungen verfolgen wollte, so 
gewann die quantitative Bestimmung des Wirkungsgrades von Fer- 
menten eine erhéhte Bedeutung mit der Einfiihrung von Ferment- 
praparaten in die therapeutische Praxis. Zur quantitativen Bestimmung 
des Gehaltes an wirksamen Fermenten sind eine ganze Reihe von Ver- 
fahren vorgeschlagen, die simtlich den Grad der Wirksamkeit auf 
willkiirlich festgelegte Einheiten beziehen. Bedenkt man, daB die 
Fermente in an und fiir sich winzigen Mengen ihre Wirkungen entfalten, 
so darf man sich nicht wundern, daB die quantitativen Bestimmungs- 
methoden einen relativ groBen Streuungsbereich haben. 

Als nun gelegentlich einer Untersuchung der Lipasegehalt von 
Pankreaspraparaten bestimmt werden sollte, ergaben sich bei der 
Anwendung der von Willstdtter!, Waldschmidt-Leitz und Memmen 
vorgeschlagenen Methode so auffallende Differenzen, daB es geboten 
erschien, die Bedingungen dieser Methode naher zu verfolgen. Die 
Methode ist in fast allen neueren Handbiichern der physiologisch- 
chemischen Untersuchungsmethoden genau beschrieben, so dab hier 
von einer Wiedergabe abgesehen werden kann. Das Prinzip der meistens 
angewandten Modifikation besteht darin, daB Olivenél von bekannter 
Verseifungszahl mit wechselndem px verseift wird, beginnend im 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 125, 111 ff... 1923. 
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alkalischen und endend im sauren Gebiet. Das Ferment wird auf 
Grund rein empirisch gefundener Tatsachen mittels Calciumchlorid 
und Albumin ,,aktiviert*’ und entfaltet seine 
die als Pufferzusatz eine Ammoniak-Ammonchloridmischung enthilt. 


r 


Patigkeit in einer Lésung, 


Die Bestimmung soll so eingerichtet werden, daB die Hydrolyse zwischen 
10 und 24% des zugesetzten Olivendls fallt. Uberschreitet die Spaltung 
24°, so soll sie mit der halben Enzymmenge wiederholt werden. 
Die Reaktion durchschreitet nach 8,5°% Spaltung den Neutral- 
punkt, bei 24°, Spaltung, dem Endpunkt der Spaltung, betrigt das 
pu = 95,0. 

Als Lipaseeinheit (LE.) bezeichnet Willstdtter die Menge Lipase, 
die unter den Versuchsbedingungen bei 30° in 1 Stunde 24°, von 2,5 g 
Oliven6él (Verseifungszahl 185,5) spaltet. Es ist das die Lipasemenge, 
die in dem fiir die Einheitsdefinition grundlegenden Versuch Willstdtters 
in 10,00 mg seines Praparates (einer getrockneten Pankreasprobe) 
enthalten war. Der Lipasegehalt eines Extraktes usw. kann dann durch 
die Anzahl der ,,Lipaseeinheiten*’ ausgedriickt werden. Hier macht 
nun Willstdtter gleich eine wesentliche Einschrankung fiir die allgemeine 
Brauchbarkeit der von ihm gewiahlten Lipaseeinheit, indem er aus- 
fihrt: ,,Es wird nicht ausgesagt, daB das MaB Lipaseeinheit einen 
genauen Mengenvergleich der Pankreaslipasen verschiedener! Herkunft 
gibt, sondern es dient nur geniigend genau fiir den quantitativen Ver- 
gleich der aus einem! Driisenmaterial gewonnenen Lésungen und 
Priparate’. Wiallstdtter kam es bei dieser Bestimmung der Lipase- 
einheit offensichtlich vor allem darauf an, bei seinen Bemiihungen zur 
Reindarstellung des Ferments einen MaSstab fiir die Konzentration 
an Lipase in seinen verschiedenen Fraktionen zu haben. Denn er fahrt 
fort: ,,Das MaB fiir die Konzentration der Lipase, fiir ihren Reinheits- 
grad, nennen wir Lipasewert (LW.). Darunter wird die Anzahl der 
Lipaseeinheiten in 1 ctg einer Substanz verstanden.** Die Reproduzier- 
barkeit gibt Willstdtter als befriedigend an. Es wird also der Methode 
eine Beziehung zwischen Enzymmenge und Spaltungsgrad zugrunde 
gelegt, und zwar ein Verhaltnis, das in einer Versuchsreihe gefunden 
worden ist, die mit einer guten Pankreasprobe aus Driisen vom Schwein 
angestellt wurde. Die Resultate hat Willstdtter in einer Kurve verzeich- 
net, die zunichst fast geradlinig ansteigt und dann bei einer Spaltung 
von 24°, abknickt. Von da ab entspricht einer groBen Zunahme an 
Enzym nur eine geringe Vermehrung der Spaltung. Es tritt hier also 
das ein, was bei allen Fermenten beobachtet ist und was man sich so 
erklirt hat, daB die bei der Reaktion sich bildenden Spaltungsprodukte 
einen hemmenden EinfluB auf die Fermentwirkung haben. Zwischen 


1 Von mir Cursiv gedruckt. 
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den Werten fiir eine 10- und eine 24°,ige Spaltung verlauft die Kurve 
fast geradlinig, so daB also hier ein einfaches proportionales Verhaltnis 
zwischen Enzymmenge und Spaltungsgrad nach Willstdtter angenommen 
werden kann. 


Um die Unstimmigkeiten aufzukliren, auf die wir, wie oben gesagt, 
gestoBen waren, haben wir eine Reihe von Pankreasdriisen nach Will- 
stdtter vorbereitet. Die sauber praparierten Driisen wurden zerkleinert, 
mit Aceton und Ather getrocknet und entfettet!. Das weiBe, trockene 
Praparat wurde dann in einer Porzellankugelmiihle gemahlen und ein 
staubfeines Pulver (4) von einem mehr faserigen, bindegewebigen 
Riickstand (B) abgesiebt. 


Mit dem so vorbereiteten Material wurden Spaltungsversuche 
unter den von Willstdtter angegebenen Bedingungen angestellt. Uns 
stand fiir unsere Versuche ein Oliven6l mit einer Verseifungszahl von 190 
zur Verfiigung; da Willstatter mit einem Ol mit der Verseifungszahl 185,5 
gearbeitet hat, haben wir unsere Resultate auf ein solchesOl umgerechnet, 
damit unsere Werte ohne weiteres mit den Willstdtterschen Werten 
vergleichbar sind. Im ganzen wurden vom Schwein drei frische Pan- 
kreasdriisen, jede fiir sich, und ein Mischpraparat aus 20 Driisen ver- 
arbeitet, vom Rind ein Mischpraparat aus acht Driisen, endlich vom 
Hammel ein Mischpriparat aus mehreren Driisen. 


Die Ausbeuten an Trockenpulver sind in der folgenden Tabelle 
iibersichtlich zusammengestellt : 


Schwein Nr. 1. 1 Driise, Gewicht 21,27 g, Pulver 4 


» 
2.0 g. 


r, Siebriickstand 


J 


= 


Schwein Nr. 2. 1 Driise, Gewicht 40.80 ¢, Pulver 5g, Siebriickstand 
4,0 g. 


Schwein Nr. 3. 1 Driise, Gewicht 34.80 ¢, Pulver 4 


2I—X%e 


a= 


™ 


Siebriickstand 


y 


Schwein Nr. 4. Mischmuster aus 20 Driisen, Gewicht 750,00, Pulver 
140 9, Siebriickstand 20,0 g. 


Rind. Mischpraparat aus 8 Driisen, Gewicht 1000.00 g, Pulver 
pray 
110 g, Siebriickstand 60,0 g. 


Hammel. Mischpraparat aus mehreren’ Driisen, Gewicht 355,00 g, 

Pulver 49 ¢, Siebriickstand 2,2 @. 

! DaB die Priiparate trotz der Behandlung mit Aceton und Ather noch 

Fett enthalten kénnen, das sich erst durch kochenden Alkohol entfernen 

laBt, hat Kai Hst (Zeitschr. f. physiol. Chem. 155, 45, 1926) in meinem 
Laboratorium festgestellt. 


16 * 
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Bei den Spaltungsversuchen wurden an dem ausgesiebten staub- 
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feinen Pulver (A) folgende Resultate erhalten: 





Einwage 


£ 


0,010 
0,020 
0,930 
0,040 


0,0025 
0,0050 
0,0075 
0,0100 
0.0200 
0,0300 
0.0400 


0,01 


0,02 


0,03 
0,04 


0,01 
0,02 
0,03 
0,04 


nlo0 KOH 


ecm 


Schwein Nr. 1. 


10,27 

917 
14,17 
11,83 
26,97 
26,19 
28,15 
27,49 


Schwein Nr. 2. 


7,93 

7,93 
16,57 
14,13 
21,15 
20,96 
24,19 
24,19 
31,40 
31,16 
34,83 
32,03 
37,04 
37,04 


Schwein Nr. 3. 


11,12 
11,11 
10,33 
24,62 
24,37 
24,32 
24,08 
29,30 
28,76 
29,79 
26,96 


Schwein Nr. 4. 


Spaltung des Oles 


0 
0 


12.40 
11,04 
17,11 
14,28 
32,57 
31,62 
34,78 
33,20 


971 

9,71 
20,00 
17,06 
25,55 
25,32 
29,21 
29,21 
37,92 
37,63 
43,04 
38,68 
44.73 
44.73 


13,43 
13.41 
12,47 
29,73 
29.43 
29,37 
29,08 
35.38 
34,37 
35,97 
82.56 


10,03 

9,31 
16,24 
14,02 
28,32 
27,54 
32,39 
28,78 
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Einwage n/l0O KOH Spaltung des Oles 
£ ecm Po 
Rind. 

0,04 12,26 14,80 
12,13 14,64 

0,06 22.50 27,18 
19,99 24,07 

0.08 25,15 30,37 
25,99 80.30 

0,10 28,20 34,11 
27,86 33,65 

Hammel. 

0,01 5,24 6,33 
5,24 6,33 

0,02 8.04 971 
7.86 9,49 

0.03 9.17 11,23 
9.04 10,90 

0.04 9.63 11,62 
8.78 10,60 


Wenn man die Versuchsresultate in das von Willstdtter benutzte 
Koordinatensystem (Abszisse = Einwage, Ordinate — Prozent Spaltung) 
eintragt, so erhalt man folgende Kurven, zu denen auch zum besseren 
Vergleich die von Willstatter erhaltene Kurve gezeichnet ist. 

Um das Bild nicht 


[| 





zu kompliziert werden 6) | 
Z assen, sin > die 3H} — : 
zu lassen, sind nut li i+ Wilshitter sche ’ 
Resultate der Versuche vel kurve 


mit Schweinepankreas 
verwertet; daB die Pan- 
kreasdriise vom Rind 
sehr viel weniger Fer- 
ment enthalt, ist allge- 
mein bekannt und _ soll 
hier nicht weiter verfolgt 





werden. 

Aus den Kurven- 
bildern ergibt sich sofort, 
daB fiir jede Pankreas- 
driise eine  besondere 





s 
v 


0 & 2 2 3 3 #%¥W 
mg Einwaage 

Kurve_ gilt. Worauf Abb. 1. 

dieses Verhalten beruht 

(Rasse und Alter der Tiere, Ernahrungszustand, vorherige Fiitterung), 
mag hier ganz unerértert bleiben. Es folgt weiter aus dem Verlauf der 
Kurven, daB man nicht berechtigt ist, etwa aus mehreren Kurven, 
die man von einzelnen Driisen erhalten hat, nun eine mittlere Kurve 
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zu konstruieren, denn die Kurve aus dem Praparat, das durch Mischung 
von 20 Pankreasdriisen erhalten wurde, hat wiederum einen ganz 
anderen Verlauf als die drei ersten Kurven. 

Versucht man endlich etwa die Wéilstdttersche Lipaseeinheit 
(24% Spaltung von 2,5 g Ol) als solche auf die anderen Kurven zu 
iibertragen, so erhilt man wohl Werte, die angeben, welche Mengen 
von Pankreaspriparaten eine 24 °,ige Spaltung hervorzurufen imstande 
sind; die so gefundenen Zahlen geben aber nur ein sehr unvollkommenes 
Bild vom Wirkungsgrad der verschiedenen Pankreaspriparate, weil 
ja der Gesamtverlauf der Kurve bei jedem Priparat verschieden ist. 

Wir haben der besseren Ubersicht wegen auch die Riickstande (3B), 
die beim Sieben des trockenen Pankreaspulvers zuriickgeblieben waren, 
auf ihren Lipasegehalt untersucht und dabei folgende Werte erhalten: 









Schwein Nri1: O01 g¢ Einwage 15,63 °., Spaltung 
0.02 2 22 i 
0.04 g ’ ) 
0.06 g és = 
0.08 g a % 
Schwein Nr. 2: 0,01 g am 21.02 °., on 
0,02 ¢g ‘ 26,47 % 
0,04 ¢ = 32.06 °,, 
0.06 g o 36,84 °,, 
O08 g ra 38.34 ° 
Schwein Nr. 3: 0.01 g - 13,08 °,, - 
0,02 ¢g a 23,90 °, - 
0.04 ¢ ¥ 29,69 % 
0,06 ¢ 33,19% Pe 
0.08 « 33,12 % os 
Schwein Nr.4: O01 g ‘5 L..5g% 
0.02 ¢ j 18,31 % 
0,04 ¢g 20,03 °,, 
0,06 2 = 21,24% 
0.08 ¢ " 30.15%. om 
Rind: 0,02 ¢ = 11,53% ss 
0,04 ¢ es 16,73 °, - 
0.06 ¢ = 25.31%, ee 
0,08 g = 30,84 °,, te 
0,12 ¢ = 34,64°,, _ 
Hammel: 0,025 ¢ ‘ 4,00°, 
0,050 g Pe 12,83 % a 
0,100 ¢ ‘vs 21,01 °, “ 
0,150 g ” = 24,08 °% * 
0,200 g - =: 27,70% 
0,250 ¢ és : 28,66% 


Man ersieht aus diesen Zahlen, daB noch erhebliche Mengen von 
Ferment in den Riickstanden verbleiben und da8 es fast unméglich ist, 
die Feinheit des Vermahlungsgrades festzulegen. 
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Das von Willstdtter vorgeschlagene MaB der Lipaseeinheit hat 
nun dazu gedient, in Fermentpraparaten den Gehalt an solchen Ein- 
heiten festzulegen. Nachdem im vorstehenden ausgefiihrt worden ist, 
daB es entsprechend den Willstdtterschen Anweisungen nicht 
angaingig ist, die fiir eine Pankreasdriise gefundenen Werte auf andere 
Driisen zu tibertragen; weil sich die Wirksamkeit der Lipase nicht 
einheitlich als Funktion der Einwage darstellen liBt, ist ein solches 
Verfahren der Bestimmung von Lipaseeinheiten ganz ohne Berechtigung, 
wenn man es etwa auf fermenthaltige Tabletten anwendet.  Solche 
Tabletten enthalten die allerverschiedensten Fiillmittel. Sie enthalten 
auch die mannigfaltigsten Zusitze je nach den theoretischen Vor- 
stellungen, die gerade iiber Fermentwirkung an der Tagesordnung 
sind. Es ist also jedesmal eine sehr groBe Einwage nétig, um eine 
Spaltung zu erzielen, oft ist es gar nicht mdéglich, die von Willstdtter 
verlangte 10- bis 24°,ige Spaltung zu erreichen, weil wohl der Grad 
der Spaltung zunachst zunimmt, dann aber bei Vermehrung der Ein- 
wage schon abnimmt, ehe iiberhaupt ein 10°,ige Spaltung stattfindet 


Als Beispiele fiir das Gesagte mégen einige Versuche folgen: 





Tablettenmuster 1; 0.100 g Einwage 10,00 ©, Spaltung 
O,100 ¢ - 10,20 % 
O,L00 @ 1L0,50°., 
0.100 @ 9, 70° 
0,100 & ‘“ 12.90% 
0,100 ¢ - 11.60°,, 
O,100 2 - 9,00 °. 
O,100 2 oe 10,50°, 
0,250 ¢ a 23,28 °,, 
0,250 ¢ oe 20,20 °% 
0,500 ¢ s 37,15° 
0,500 ¢ ™ 39,68 °,, 

Tablettenmuster 2: OO ge 7.50 
O01L0 ¢ 7,50 ° 
OLS « sas 7.00 
OOli g 8,75° 
0,020 ¢ ‘ 14,10° 
0.020 o 17.00 
0,020 ¢ » 16,55 
0.020 ¢ - 16,25 ° 
0,020 ¢ ¢ 16,25 ° 
0,030 ¢ 8,75 ° 
0.030 @ 9,20 ° 

Tablettenmuster 3: 0.050 ¢ 6.81 
0.050 2g 7.00 
0,050 ¢ 7.00 
0,050 @ 7.00 sai 
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0,075 ¢ Einwage 8,24°, Spaltung 
0,075 g 7,00 °% - 
0,100 ¢ 10,20 °, - 
0,100 & 10,20% ret 
0,100 ¢ 10,50 °,, # 
0,200 ¢ es 8,75°, - 
0,200 ¢ ‘9 8,75 °, 
Il. 


Wie soll man nun ein Pankreaspraparat in bezug auf seinen Lipase- 
gehalt bewerten? Meiner Ansicht nach bleibt vorléufig kein anderer 
Weg als in Ubereinstimmung mit Willstdtter das Spaltungsvermégen 
in verschiedenen Einwagen zu bestimmen und daraus nun eine Kurve 
zu konstruieren. Das allgemeine Bild dieser Kurve kann dann als Grund- 
lage einer Bewertung, ob gut oder schlecht, dienen. Irgendwelche 
Zahlenangaben in ,,Einheiten*‘ oder ,,Werten* tauschen eine Genauig- 
keit der Analyse vor, die in Wirklichkeit gar nicht vorhanden ist. Man 
kénnte meinen, wenn die chemische Analyse zu keinem besseren Resultat 
fiihrt, nun auf klinischem Wege weiterzukommen. Unsere heutigen 
Kenntnisse von den Vorgiingen bei der Fettverdauung und Fettresorp- 
tion sind aber noch sehr mangelhaft. Wir wissen nicht, in welchem 
Milieu eine lipasehaltige Tablette, selbst wenn sie den Magen unan- 
gegriffen passiert hat, im Diinndarm zerfallt, ob dort die gleichen 
optimalen Bedingungen vorhanden sind, die man im Reagensglas 
kiinstlich herstellen kann. Ferner ist der Grad der Verseifung im Darm 
sehr schwer festzustellen, der Fett- und Seifengehalt des Kotes laBt 
sich nur schwer fiir Riickschliisse auf Vorginge im Verdauungskanal 
verwerten, weil schon normalerweise der Kot (trockener ,,.Normalkot*) 
12 bis 18° Atherextrakt enthalten kann. 

Endlich ist es, besonders dank der Arbeiten von Verzdér, wohl 
sicher, daB die Fettresorption, um deren Stérung es sich klinisch ja in 
den meisten Fallen handelt, nur bei Gegenwart und unter der tatigen 
Mithilfe des Cholesterins normal verliuft. Die Medikation mit lipase- 
haltigen Tabletten kann aber im giinstigsten Falle nur zu einer ver- 
mehrten Fettspaltung fiihren, die nicht ohne weiteres von einer Fett- 
resorption gefolgt zu sein braucht. So ist also auch die klinische Beob- 
achtung der Wirkung von pankreashaltigen Tabletten nicht geeignet, 
iiber den Wert der lipasehaltigen Praiparate etwas Positives und vor 
allem etwas Quantitatives auszusagen. 
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Uber Ketosiuren im Blutserum. 


Ve ym 
Hermann Westerkamp. 


(Aus der medizinischen Klinik der Universitat Freiburg 1. Br.) 


(Eingegangen am 25, Mai 1933.) 


Bruno Mendel, M. Bauch und F. Strelitz haben vor einiger Zeit 
mitgeteilt, dafgS’ Brenztraubenséure im normalen menschlichen und 
tierischen Serum vorkommt (1). Der Nachweis der Brenztraubensaure 
erfolgte mit der Carboxylasemethode von Warburg und mit einer 
biologischen Methode der Autoren, die darauf beruht, daB Brenztrauben- 
siure die Garungshemmung von Glycerinaldehyd aufhebt. Ich habe 
die Versuche von Mendel, Bauch und Strelitz mit der Carboxylasemethode 
nachgepriuft und kann sie bestatigen. In 15 menschlichen Seren finde 
ich ,,Brenztraubenséiure’’ in Mengen zwischen 0,57 und 2,09 mg_ in 
100 cem Serum (Tabelle I). Bei verschiedenen Kranken sind die 
Werte von der gleichen GréBenordnung wie beim Gesunden. Von 
den untersuchten tierischen Seren enthailt das Schweineserum_ be- 
sonders viel ,,Brenztraubensaure**, naimlich 5 bis 10 mg-°,, (Tabelle TID). 

Die Carboxylasemethode von Warburg besteht in Zersetzung der 
Brenztraubensaure durch Carboxylase (Hefeextrakt) und manometrischer 
Messung der gebildeten Kohlensaiure. Die Methode ist in der von mir 
benutzten Anordnung nach den bisherigen Erfahrungen spezifisch fiir 
aliphatische «-Ketosiuren. AuBer Brenztraubensiure reagieren auch 
a-Ketobuttersiure, «-Ketoisovaleriansiure, die  %-Ketocapronsauren 
und die Ketodicarbonsiuren (Oxalessigsiure und z-Ketoglutarsiure). 
Alle diese Ketosiuren kénnen als Abbauprodukte der Aminosdiuren im 
Tierkérper vorkommen. Zur Entscheidung der Frage, ob die im Blut- 
serum vorkommende Ketosdiure Brenztraubenséure ist, ist es daher 
notig, die Ketosiure aus dem Blutserum zu isolieren. Der Versuch, 
aus Schweineserum die Ketoséiure als 2, 4-Di-nitrophenylhydrazon 
nach Neuberg und Kobel (2) zu isolieren, fiihrte zwar zweimal zu kleinen 
Mengen Breuztraubensaure -2, 4-di-nitrophenylhydrazon, das durch 
Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt identifiziert wurde. Doch wich 
in anderen Versuchen das isolierte Hydrazon nach Schmelzpunkt und 
Analyse von dem Brenztraubensaurederivat und den sonst bekannten 
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Hydrazonen ab. Es ist daraus zu folgern, daB die im Serum mit Carb- 
oxylase nachweisbare Ketosiure nur zum Teil Brenztraubensaure und 
wahrscheinlich ein Gemenge von verschiedenen Ketosduren ist. 


Methode der Ketosiurebestimmung mit Carboxylase. 


Warburg und Kubowitz haben zuerst die von Neuberg (3) entdeckte 
Carboxylase zur Bestimmung der Brenztraubensaiure verwendet. Ich 
habe mich im wesentlichen an die Vorschriften von Warburg, Kubowitz 
und Christian (4) gehalten und die Bestimmung folgendermaBen aus- 
gefiihrt: 

Losungen. 

l. Acetatpuffer von py etwa 5,0 (2 Teile Na-Acetat, 1 Teil Essigsiure), 
3molar. Zum Putfer wird !/,, Volumen m/2 KH,PO, hinzugefiigt, weil 
die Geschwindigkeit der Brenztraubensdurespaltung durch Zusatz von 
Phosphat haufig beschleunigt wird. Der Puffer ist saurer als der von Warburg 
angegebene, wodurch die Retention der Kohlensaéure in der Losung ver- 
ringert und praktisch gleich Null wird. 

2. Hefeextrakt nach Lebedew. 10g im Morser zerkleinerter Trockenhefe 
aus untergiriger Bierhefe (Ganter-Brauerei Freiburg und Fiirstenberg- 
Brauerei’ Donaueschingen) werden mit 30ccm destilliertem Wasser im 
Morser verriihrt und 3 Stunden bei 37° stehengelassen. Dann wird der 
Brei zentrifugiert und die klare, iiberstehende Fliissigkeit fiir den Versuch 
benutzt. Sie wird mit 4/,, Volumen der Lésung 1 (Acetat + Phosphat ) 
versetzt und durch Schiitteln im Vakuum von der gelésten Kohlensaure 
befreit. 

3. Serum wird vom Blutkuchen abzentrifugiert, mit !/,) Volumen 
von Lésung | versetzt und durch Schiitteln im Vakuum von der gelésten 
Kohlenséure befreit. 

Versuchsansatz. 

Zur manometrischen Bestimmung der Ketosiéuren dienen Crefibe, 
wie sie in dieser Zeitschr. 220, 291, 1930 (Abb.2) und 220, 251, 1930 
abgebildet sind. Im Anhang befinden sich 0,3 bis 0,5cem Hefeextrakt, 
im Hauptraum 4ccm des nach 3. vorbehandelten Serums. Der Gasraum 
enthalt Luft. Die Versuchstemperatur betrigt 15°. Wir wahlen die Tem- 
peratur so niedrig, weil bei héherer Temperatur gelegentlich beim Mischen 
von Lésung 2 und 3 Drucke auftreten, die nicht von der Spaltung der 
Ketoséiuren herriihren. 

Kontrollen. 

Bei den Bestimmungen haben wir folgende Kontrollen ausgefiihrt : 

1. GefaB: Anhang 0,5cem Hefeextrakt, Hauptraum 4ccm_ Ringer- 
lésung (nach Warburg), die ebenso wie Serum nach 3. behandelt war. Durch 
diese Kontrolle werden Drucke korrigiert, die allein durch das Mischen 
bedingt werden. Diese Drucke betragen im Hochstfalle | oder 2 mm. 

2. GefaB: Serum, wie oben beschrieben, mit Zusatz von 0,5 mg Brenz- 
traubenséure. Durch diese Kontrolle wird festgestellt, ob die Hefe carboxyla- 
tisch wirksam ist. 

3. und 4. GefaB: Wie GefaiB zur Bestimmung der Ketosiure, doch sind 
dem Serum je 1 Millimol Hexosemonophosphat aus Muskel (Embden-Ester) 
und 1 Millimol Hexosemonophosphat aus Hefesaft (Robison-Ester) zu- 
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gefiigt. Durch diese Kontrollen wird fest gestellt, ob unter unseren Versuchs 
bedingungen Hexosemonophosphat bei der manometrischen Messung 
Drucke gibt. In diesen Kontrollen traten niemals Drucke auf. Unsere 
Hefe verhalt sich also hierin anders als die Hefe in den Versuchen von 
Warburg (5), wo erst nach der Dialyse die Spaltbarkeit der Hexosephosphate 
verschwand. Es sei erwaihnt, dai unsere Hefe in unverdiinntem Zustande 
Glucose und die beiden Hexosephosphate rasch vergor. Durch Verdiinnung 
und Acetatpufferzusatz kann man also carboxylatische und zymatische 
Wirkung vollstandig trennen. Da sich hierin aber, wie die Erfahrungen 
Warburgs zeigen, nicht alle Hefeextrakte gleich verhalten, ist die Kontrolle 3 
und 4 notwendig. 

Die Versuchszeit war meistens | Stunde. Nach | Stunde traten weder 
im Serum ohne Zusatz noch im Serum mit Brenztraubensaéurezusatz Druck 
anderungen auf. 

Verhalten verschiedener Ketosiuren. 

Die Vergairbarkeit der verschiedenen Ketosauren ist von C. Neu- 
berg (3) (6) und seinen Schiilern gefunden und genauer untersucht 
worden. Ich teile in folgendem nur einen Versuch mit, in dem die 
Geschwindigkeit der Kohlensiureabspaltung unter unseren Versuchs- 
bedingungen, unter denen Zucker und Zuckerphosphorsaureester nicht 
vergiren (verdiinnter Hefesaft, px 5,0), gemessen wurde. Von den 
benutzten Ketosiuren wurden x-Ketobuttersdiure, «-Keto-iso-valerian- 
siiure und die beiden g-Ketocapronsdiuren in Losung aus den Amino- 
siuren mit Hilfe von Nierengewebe dargestellt (7). Fiir den Versuch 
war es nicht nétig, die Ketosaéurelésungen zu reinigen. Die iibrigen 
Ketosiuren wurden in reinen Lésungen verwandt. 

Das Ergebnis ist in Tabelle | enthalten. Brenztraubenséure, x-Keto 
buttersaéure, und «-Keto-iso-valeriansiure vergiren innerhalb | Stunde voll 
stindig. Die Vergéirung der x-Keto-norm.-capronsaiure beansprucht etwa 
die dreifache Zeit. Noch langsamer vergiren die beiden Ketodicarbon 
siuren und z-Keto-iso-capronsdure. Bei der Oxalessigsiiture betragt die 
gefundene Kohlensaiuremenge nur 70°,, der erwarteten. In den iibrigen 
Fallen stimmen die erwarteten und gefundenen Mengen innerhalb det 
Fehlergrenzen tiberein. Hiernach ist die Carboxylasemethode geeignet, 
x-Ketosiuren neben Zuckern zu bestimmen:; doch kann man mit der Methode 
nicht entscheiden, welche von den Ketosiéuren vorliegt. 


Ketosiiure im mensechlichen und tierischen Serum. 


Die Ergebnisse sind in den Tabellen IT und III zusammengestellt. 


Isolierungsversuche. 
Die Isolierungsversuche fiihrten nicht zu dem gewiinschten Erfolg. 
Ich teile sie daher nur kurz mit. 
1 Liter Schweineserum wurde mit der vierfachen Menge 96°,igen 
Alkohols und 1,5 ccm Ejisessig versetzt. Nach 12 Stunden wurde das aus 
gefallte EiweiB abfiltriert und das Filtrat im Vakuum auf etwa 50 ccm ein- 
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geengt. Die triibe Lésung wurde durch Ausschiitteln mit kleinen Mengen 
Ather und durch Filtrieren nach Zusatz von '/;)5 Volumen 30 °,iger Trichlor 
essigsaéure und etwas Tierkohle geklart. Nach Zugabe von einer gesattigten 
Lésung von 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin in 2n Salzsiure nach Neuberg 
und Kobel fiel im Eisschrank ein Hydrazon aus. Zweimal erhielten wii 
nach Umfallen aus Sodalésung mit Salzsiure etwa 15mg Brenztrauben 
siure-Di-nitrophenylhydrazon (FE. 216° unkorr., Mischschmelzpunkt un- 
verandert). Zu erwarten waren nach der manometrischen Methode etwa 
200 mg Hydrazon. In anderen Versuchen erhielten wir ein Hydrazon in 
groBeren Mengen (150mg), das nach Umfallen und Umkristallisieren aus 
Essigester konstant bei 204° schmolz und wahrscheinlich ein Gemeng: 
mehrerer Ketoséiurenhydrazone war. 
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Uber die Harnstoffbildung bei den Wirbeltieren. 


Von 


Hildegard Manderscheid. 
(Aus der Medizinischen Klinik der Universitat Freiburg i. Br.) 


(Eingegangen am 25, Mai 1933.) 


I. Fragestellung. 

Nach friiheren Versuchen! aus diesem Laboratorium werden bei 
der Synthese des Harnstoffs aus Ammoniak und Kohlensiure zunachst 
ein Molekiil Ammoniak und ein Molekiil Kohlensiure unter Wasser- 
austritt an die 6-Aminogruppe des Ornithins angelagert, wodurch 
Citrullin entsteht. An Citrullin wird, wiederum unter Wasseraustritt, 
ein zweites Molekiil Ammoniak angelagert, wodurch Arginin entsteht. 
Arginin zerfallt unter der Wirkung der Arginase in Ornithin und Harn- 
stoff. Ornithin macht also bei der Harnstoffsynthese einen Kreislauf 
entsprechend dem folgenden Schema durch: 





Diese Ergebnisse sind an Versuchen mit der Sdugeticrleber erhalten. 
Ich habe mich auf Vorschlag von Herrn H. A. Krebs mit der Frage 
heschaftigt, ob die Harnstoffsynthese bei anderen Wirbeltieren ebenso 
wie bei den Saugetieren erfolgt. 


Il. Versuehsplan. 
Der Versuch, der die gestellte Frage entscheidet, besteht in der 
Messung der Geschwindigkeit der Harnstoffsynthese mit und ohne 
Zusatz von Ornithin. Steigert Ornithin die Geschwindigkeit der Harn- 


1H. A. Krebs u. K. Henseleit, Zeitschr. f. physiol. Chem. 210, 33, 1932. 





246 H. Manderscheid: 


stoffsynthese, so ist der Weg iiber das Citrullin und Arginin ebenso wi 
fiir die Saugetierleber bewiesen. Die Messung der Harnstoffsynthes: 
erfolgte an Gewebeschnitten in der von Krebs und Henseleit beschriebenen 
Weise. Die Geschwindigkeit der Harnstoffsynthese wird durch den 
Quotienten 
emm gebildete Harnstoffkohlensaure (bei Zersetzung 
mit Urease) 
Quarnstotf — 
mg Gewebe (trocken) x Stunden 
gemessen. 
Ii. Amphibien. 

Als Vertreter der Amphibien habe ich den Frosch (Rana esculenta 
untersucht. Zur Herstellung der Versuchsfliissigkeit wurden 35 ccm 
der friiher fiir Saugetiere angegebenen Salzlésung wegen des geringeren 
osmotischen Druckes des Froschserums mit 10 cem Wasser verdiinnt 
Die iibrigen Versuchseinzelheiten gehen aus dem Protokoll 1 hervor 


Protokoll 1. 
Harnstoffbildung in der Froschleber (Rana esculenta). 
Nr. l. und 2 Herbstfrésche, Nr. 3 und 4 Friithjahrsfrésche, 
Temperatur 25°C. 





In 2 Std. 
Nr. Zusatz zur Versuchslisung Leber a Vrtasnstot 
mg emm 
1 | s) 08.10-* mol NH,Cl ......... | WS 15,0 0,24 
b) 08.107? mol. NH,Cl; 3.107% mol. d, 1- 
ae ee eee Pg) ar bee Ics 19,31 21.8 0,57 
c) 0,8.10-? mol. NH,Cl; 10°-* mol. Ornithin 34,93 23,0 0,33 
d) 0,8.10-? mol. NH,Cl; 3.10-° mol. d,1- 
Lactat; 10°° mol. Ornithin. . . ... . = 30,01 48.5 0.81 
i UE. Soe Ss eee ee ee eK ee 8,49 11,9 0.70 
kb. SS ee ee ee are ee 10,41 11,9 0.53 
a ee re 10.6 0.52 
SP ec ele ee eee 7,32 22.7 1.54 
8 || a) - 18,47 1,4 0.04 
b) 0,85.10-2 mol. NH,Cl. ........ | 14,31 20,3 0,71 
c) 0,85.10-? mol. NH,Cl; 4.10-° mol. d,1- 
eae ee ee 13,75 9.5 0.35 
@) 12.30°° mol Ormiieis ww kt 17,39 5.45 0.16 
e) 0,85.10-3 mol. NH,Cl. tf [°*%~"" 3. . || 17,42 41.9 1,20 
f) 0,85. 10-*? mol. NH,Cl; 4. 10> mol. d,1- 
Lactat: 1,2.10-* mol. Ornithin , yee 16,75 48.5 1,45 
Bi Oye ee nk RE wee ew sc > ES 4.8 0,09 
SS en © 36,3 0.49 
Oe 8 6 Se we See ee oe > se ee 9.5 0,29 
2 Sree 6,5 0.11 
| eee ae ee eee 51,6 0,68 


GRE 46 +o 4 oe +e se ee 46,5 0,82 
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Man ersieht, daB auch in der Froschleber die Harnstoffsynthese 
durch Ornithin stark beschleunigt wird. In einigen Versuchen steigt 
die Geschwindigkeit nach Ornithinzusatz auf das Vierfache an. Im 
Hochstfalle bildet die Froschleber etwa 0.3 °, ihres Trockengewichts 
pro Stunde an Harnstoff (25°). Die Rattenleber bildet bei 37,5° bis 
zur zehnfachen Menge Harnstoff. Die Leber ist beim Frosch das einzige 
Organ, in dem sich eine Harnstoffbildung mit Sicherheit nachweisen 
laBt. Unter gleichen Bedingungen finde ich in Niere, Milz, Diinndarm, 
Herzmuskel, Skelettmuskel, Haut, Eierstock keine Harnstoffbildung 
aus Ammoniak. ' 

Die meisten Froschgewebe, besonders die Nieren, geben zwar Spuren 
von Harnstoff an die Versuchsl6sung ab, was am Herzen schon von 
A.J. Clark! heobachtet war. Doch hangt die GréBe dieser Harnstoff- 
ausscheidung nicht von der Anwesenheit von Ammoniak oder Ornithin 
ab; ich bezweifle daher, ob es sich um eine Harnstofftsynthese handelt. 
Die Quelle des Harnstoff ist hier noch unsicher. 


IV. Reptilien. 
Unter den Reptilien sind die Schildkréten die einzige Gruppe, 
die Harnstoff synthetisieren. Als Versuchsobjekt benutzte ich Testudo 


graeca. Versuchslésung war die fiir Sadugetiere angegebene Lésung, 


Protokoll 2. 


Harnstoftbildung in der Schildkrétenleber (Testudo graeca 
Tem peratur 25°C. 





Versuchs- Gebildeter 


Nr. Zusatz zur Versuchsliisung Leber zeit Harnstof? = QYiarnstott 
. mg Std emm 
1 |i a) 29.93 2 2.4 0,04 
b) 0,7.10-4 mol. NH,Cl . . .. . | 82,52 2 24.4 0.38 
c) 0,7.10-7 mol. NH,Cl; 2.10-? 
mo. @,Pimett. ......- | 4M 2 21, 0,22 
d) 10-5 mol. Ornithin «a ww 1 2 4.9 0.14 
e) 0,7.10°? mol. NH,C1; 107% mol. 
nee 2 61,1 0.76 
f) 0,7.10-3 mol. NH,Cl; 2.107? 
mol. d. l-Lactat; 10°>° mol. Or- 
Pees SS hw ek eb 6 2 52.5 0.63 
2 i a) 0,7.10-* mol. NH,Ci . . . . . 1 54,89 6 89.5 0,27 
b) 0,7.10°? mol. NH,Cl: 3.107? 
mol. d,l-Lactat. . . . . « « | O1,82 6 77 0.25 
c) 0,7.10-4 mol. NH,Cl; 3.107 
mol. Ornithin ........ | 49,54 6 104.5 0.35 
d) 0,7.10-* mol. NH,Cl; 3.10-3 
mol. d, l-Lactat; 2.19-* mol. 
GQveeibin. . 2 6 es tw lw tw | CO 6 146 0.40 


1 4. J. Clark. R.Gaddie u. C. P. Steward, J. of Phy siol. 72. 448. 1931. 
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Das Ergebnis enthalt Protokoll 2. Auch hier wiederum beschleunigt 
Ornithin die Harnstoffbildung, besonders in Gegenwart von Lactat. 
Auffallig ist, daB bei Abwesenheit von Ornithin (wie auch in manchen 
Froschversuchen) Lactat die Harnstoffbildung hemmt. Es _ scheint 
daB die Leber in Gegenwart von Lactat Ammoniak in erheblichen 
Mengen fiir die Synthese anderer  stickstoffhaltiger Verbindungen 
verwertet. 


V. Végel. 


Hiihnerleber bildet unter unseren Versuchsbedingungen aus 
Ammoniak keinen Harnstoff, auch nicht nach Zusatz von Ornithin 
Wohl aber entstehen unter gleichen Bedingungen groBe Mengen Harn 
siure. Durch Ornithin wird die Harnsiéuresynthese nicht beeinflubt 
Wir berichten tiber die Harnsiuresynthese in der Vogelleber 
spiter ausfiihrlicher. Die Gewebe und _ Korperfliissigkeiten der 
Vogel und Reptilien enthalten zwar Harnstoff, doch entstammt 
dieser, soweit bisher bekannt, allein dem fermentativen Abbau 
der argininhaltigen EiweiBkérper! (vgl. Clementi*) und nicht einer 
Synthese aus Ammoniak. 


VI. Fische. 


Bei den von mir untersuchten SiiBwasserfischen (Schleie, Forelle) 
finde ich keine meBbare Harnstoffsynthese in der Leber. Es scheint, 
daB nur bei den Selachiern eine Harnstoffsynthese aus Ammoniak 
vorkommt; denn nur die Selachierorgane enthalten gréBere Mengen 
Arginase (Hunter und Dauphineé*®), und die Fihigkeit zur Harn- 
stoffsynthese finden wir bisher nur da, wo Arginase — reichlich 
vorkommt. Ich habe die Harnstoffbildung der Selachier  bisher 
nicht untersuchen kénnen, da uns das Tiermaterial in Freiburg 
nicht zur Verfiigung steht. 


VII. Mensehliche Leber. 


Zur Erginzung der friiheren Arbeit’ teile ich noch zwei Versuche 
iiber die Harnstoffbildung in menschlicher Leber mit. Als Versuchs- 
material dienten die Lebern zweier 3 bis 4 Monate alter Féten. Der 
Freiburger Universitatsfrauenklinik sage ich fiir die Uberlassung des 


' Ausgenommen sind diejenigen Reptilien, die Harnstoff synthetisch 
bilden (Schildkréte). 

2 Clementi, Arch. di Sci. biol. 14, 451, 1930; Boll. Soc. Ital. Biol. sperim 
», 1144, 1930. 

3 Hunter u. Dauphineé, Proc. Roy. Soc. London B. 974, 227, 1925. 

§ Krebs u. Henseleit, |. ¢. 
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Protokoll 3. 


Harnstoffbildung in fétaler (3 bis 4 Monate) menschlicher Leber. 
1. Versuchsl6sung: Physiologische Salzl6sung nach Arebs und Henseleit. 
CNaHCO, M/40. Gas: 5°, CO, in Og. 37.5% Je 2.5 ¢em Versuchslésung 


pro Cr tal. 





F ) 115.10-3 
; eee pa —— “ mol. NH,CIl 
pemine Ber i. : NH, Cl ae 1. NH, CI ‘i L cram 
_ srcnchslis _ mot, » 2 Ol. 25, 5) a, i-Lacta 
zur Versuchslisung NH. Cl 2.10 Ornithin 25-10 05. 10-3 
. mol mol oo 
d,l-Lactat Ornithin ‘ agi 
irnithin 
mg Leber (trocken) 13.33 17.72 17.02 14.038 8.46 76 
In 2 Std. gebildeter 
Harnstoff in ¢mm 3,25, 13,7 25,2 5.7 94.3 69,0 
0,12 0,39 0.74 0,20 1.45 3.82 


( 
?Harnstott 


2. Versuchslésung wie oben. Pro Versuchsgefali 3 cem. 








0,72 .10-3 | 0.72.10 


0,72.10-2 mol mol. 0,72. 10-2 mol. NH, Cl 


Zusiitze NH,Cl NH, Cl 4y- 9 ; 
zur Versuchslisung mol. 25.10-2 0.1.10-2 29-10 e mol. d.|-Lactat 
NH, Cl aot anal 0.1.10-2 mol. Ornithin 
d.l-Lactat) Ornithin 
mg Leber (trocken) 10,37 17.75 13,11 15,59 15.19 
In 90 Min. gebildeter 
Harnstoff in emm 5.1 7,0 25,2 18,2 73,2 
0.34 0,27 1,28 0.78 3,22 


VY Harnstott 


Materials, das von Schwangerschaftsunterbrechungen stammte, auch 
hier vielen Dank. Die Versuche (Protokoll 3) zeigen, dab die fotale 
menschliche Leber im 3. bis 4. Monat schon in hohem Mabe zur Harn- 
stoffsynthese aus Ammoniak befahigt ist. Die Wirkung des Ornithins 
ist in der menschlichen Leber ganz besonders gro. In dem ersten 
Versuch steigt nach Ornithinzusatz die gebildete Harnstoffmenge auf 
das Fiinffache an. 
VI. Zusammenfassung. 

In der Amphibienleber (Rana esculenta) und in der Reptilienteber 
(Testudo graeca) wird die Harnstoffsynthese ebenso wie in der Sauge- 
tierleber durch Ornithin stark beschleunigt. Uberall innerhalb der 
Wirbeltierreihe, wo eine Harnstoffsynthese aus Ammoniak und Kohlen- 
siure vorkommt, erfolgt diese nach den bisherigen Erfahrungen in 
der friiher beschriebenen Weise iiber Citrullin und Arginin. 





Eleutoamylase, eine Antisistoamylasesubstanz. 


Von 
T. Chrzaszez und J. Janicki. 


(Aus dem Institut fiir Landwirtschaftliche Technologie der Universitat i: 
Poznan, ausgefiihrt mit Unterstiitzung durch die Naukowa Organizacj. 


Gorzelnictwa.) 


(Eingegangen am 26. Mai 1933.) 


Die Untersuchungen des Starkeverfliissigungsvermégens der Amylase 
verschiedener Herkunft, nach verschiedenen Methoden bestimmt, 
gaben derartige Resultate!, daB wir auf Grund dieser die Ansicht aus 
sprachen, da die Amylase von zwei Arten von Substanzen begleitet 
sein muB, von denen die eine aktivierend und die andere paralysierend 
auf ihre amylolytische Kraft einwirkt. Vor kurzem gelang es uns, 
die letztere Substanz zu entdecken, und zwar die Sistoamylase?, den 
ersten natiirlichen Paralysator der Amylase, welcher, wie weitere 
Untersuchungen zeigen konnten*, ziemlich oft im Pflanzenreich vor- 
kommt. 

Was die aktivierenden Substanzen der Amylase anbetrifft, wurd 
durch die Untersuchungen von S. Nishimura’, Pringsheim und Mitarbeiter® 
und vor allem von Waldschmidt-Leitz und Purr® endgiiltig festgestellt. 
daB die Amylase tatsachlich von diesen begleitet ist. Den letzteren Forschern 
gelang es, ‘die aktivierende Substanz, welche sie Amylokinase nannten. 
von der Amylase zu trennen. 

Unsere Untersuchungen zeigten, daB die Wirkung der Sistoamylasc 
eine’sehr schnelle ist. Wenn die Amylase in ihrem natiirlichen Milieu 
wirksam sein soll, und wenn die Natur neben der Amylase spezifische 
Sistosubstanzen bildet, welche die Amylase inaktivieren kénnen, so 
mu man annehmen, da es auch solche Substanzen gibt, welche der 
Sistoamylase entgegenwirken kénnen. Wenn unsere Folgerungen 
richtig sind, so miissen neben der Amylase und Sistoamylase solche 
Substanzen entstehen, welche eine Antiwirkung auf die Sistoamylase 
austiben kénnen. 


1 T.. Chrzaszez u. J. Janicki, diese Zeitschr. 256, 252, 1932. 

2 Dieselben, ebenda 260, 354, 1933. 

3 Pieselben, ebenda, noch nicht veréffentlicht. 

1S. Nishimura, ebenda 200, 81, 1928. 

5 H. Pringsheim, H. Borchardtu. H. Hupfer, ebenda 250, 109, 1932. 

8 EB. Waldschmidt-Leitz u. A. Purr, Zeitschr. f. physiol. Chem. 203, 
117, 1931. 
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Eleutoamylase, eine Antisistoamylasesubstanz. 25] 


Bei der Erwigung der Frage, welche Substanzen in Betracht 
gezogen werden kénnten, kamen wir zum SchluB, daB dieselben wahr- 
scheinlich zu der Kategorie der N-haltigen Stoffe gehéren, daB man sie 
also unter den Produkten des Eiweibabbaues zu suchen hat. Dafiir 
sprach nicht nur die Tatsache, daf die Amylase von proteolytischen 
Enzymen begleitet ist, sondern auch die Feststellung, daB ihre Menge 
hei der Papainwirkung auf Gerste vergréBert werden kann. Ford and 
Guthrie!, Baker und Hulton*, Syniewski®, Jézsa und Gore, Liiers und 
Lechner®, Weichherz und Asmus® und andere zeigten, daB durch Ein- 
wirkung von Papain die Amylasemenge sowohl in Gerste als auch in 
Malz vergr6Bert werden kann. 

Obige Beobachtungen sprachen also dafiir, daB unter den Pro- 
dukten des EiweiBabbaues solche Produkte vorkommen miissen, welche 
einen EinfluB auf die Sistoamylase haben kénnen. Aus diesen Griinden 
hielten wir es fiir richtig, vor allem die Wirkung des Peptons zu unter- 
suchen. Hierfiir sprachen auch die Untersuchungen von Oparin und 
Kurssanow’, welche auf das besondere Verhalten des Peptons gegeniiber 
der durch Gerbstoffe inaktivierten Amylase hinwiesen. 


Experimenteller Teil. 


Zu unseren Untersuchungen wurden elfiigiges Cerstengriinma!z und 
getrocknetes Brauereigerstenmalz fiir helles Bier verwendet. auberdem 
l4tagiges Buchweizenmalz, das bei 30 bis 35°C im Faust-Heim-Abdampt 
apparat getrocknet wurde. Das Buchweizenmalz wurde sowohl mit den 
Keimlingen zusammen zur Untersuchung genommen, als auch ohne dies« 
AuBerdem wurden die vom Buchweizenmalz abgetrennten Blatt- und 
Wurzelkeimlinge als Sistoamylase enthaltendes Material verwendet und kurz 
Sistosubstanz genannt. Schhe®Slich wurden noch zwei Arten von Pepton 
verwendet, und zwar Pepton siccum sine sale und Pepton-IWitte der Firma 
Merck. Die amylolvtische Kraft der gepriiften Ausziige wurde durch ihre 
drei Funktionen, die starkeverfliissigende, dextrinierende und verzuckernde 
Kraft bestimmt. 

Das Stdrkeverflissiqunasvermégen der Amylase wurde bei schwacheret 
amylolytischer Kraft nach der Methode von Pollak-Chrzqszez-Picroteh 
und bei kraftigerer nach derjenigen von Lintner-Sollied bei py 4.82 
bestimmt. Dazu wurde etwa | Jahr lang abgelagerte Kartoffelsuperior 
starke verwendet. deren Viskositat, nach unserem Vorschlag® mit der 
Engler-Apparat bestimmt. ¢ ¢, 14.6 betrug. 


1 JS. Ford u. J. M.Guthric, J. of the Inst. of Brewing 61. 1908. 

J. W. Baker u. H. F. Hulton, J. Chem. Soc. 121, 1929, 1922. 

3° W. Syniewski, diese Zeitschr. 158, 87, 1925. 

1S. Jézsa u. H.C. Gore, Industrial a. Engineering Chem. 24, 95, 1932 
5 H. Liters ue. R. Lechner, Wochenschr. f. Brauerei 50, 33, 1933. 

8 J. Weichherz u. H. Asmus, diese Zeitschr. 237, 20, 1931. 

Oparin u. A. Aurssanow, ebenda 209%, 181, 1929. 


8 T. Chrzqszcz u. J. Janicki, 1. c. 


te 
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Die deaxtrinierende Kra/t der Amylase wurde durch Zugabe von 10 cem 
enzymatischen Auszuges zu 50 cem 2,5°,iger léslicher Starke bei py 4.82 
und 50°C bestimmt. Je 4 Minuten wurde 1] cem dieser Starkel6sung ent 
nommen und deren Farbung nach Zusatz von | cem Jodlésung (0,4 ¢ Jod 
in | Liter Wasser bei Gerstenmalzausziigen und 1,5 g¢ Jod bei Buchweizen 
malzausziigen) gepriift. Wir notierten folgende Farbungen: blau, blau 
violett, rotbraun und farblos. 

Die verzuckernde Krajt der Amylase wurde durch Einwirkung vor 


5eem Enzymauszug auf 50cem 2,5°,iger léslicher Werck-Starke bye 
pu = 4,82 und 50°C bestimmt. Nach ! ,stiindigem Aufwarmen der Starke 


lésung wirkte der Enzymauszug 15 Minuten ein. Nach Ablauf dieser Zeit 
wurden LO0cem n 10 NaOH hinzugesetzt, abgektihlt und der Zucker nach 
der Methode von Wil/stdtter-Schudel in 30cem Lésung bestimmt. Bei 
starker verzuckernder Kraft wurden nur !5cem Lésung verwendet und 
auf den Jodverbrauch in 30 cem Lésung umgerechnet. Der Jodverbrauch 
des Peptons und der Starkelésung wurde selbstverstaéndlich in Betracht 
gezogen und von den erhaltenen Resultaten abgezogen. Die Verzuckerungs- 
kraft ist in Kubikzentimeter n 20 Jodlésung angegeben, welche durch den 
Zucker, der in 30 cem Flissigkeit enthalten ist, verbraucht wird. 


Pepton siccum sine sale und Sistoamylase. 


Es wurde ein 2°,iger Auszug aus elftagigem Gerstengriinmalz durch 
einstiindiges Schiitteln in einem Schittelapparat (60 Umdrehungen in 
] Minute) hergestellt, schnell abfiltriert und daraus folgende Ausziige 


hergestellt : 


A. Filtrierter Malzauszug wie oben 

B. 100 cem ee ee eo aa 2 g Pepton 

.. GOe- xs ve . “a ~ t | g Sistosubst. 

D 100 ., ~ 9 - ‘6 lg ne t 2 ¢gPepton 


Jeder dieser Ausziige wurde | Stunde bei Zimmertemperatur geschittelt 
und nach dem Filtrieren auf die amylolytische Kraft gepriift. Die er- 
haltenen Resultate sind in Tabelle I zusammengestellt. 


Tabelle 1. 
Der ‘Einflu8 von Sistosubstanz und Pepton auf die amylolytische 
Kraft eines Gerstengriinmalzauszuges. 





Dextrinierende Kraft: Verinderung 


der blauen Farbe der Stirke durch Verfliissigungskraft nach 


Verzuckernde Jod in Lintner-Sollied 
Auszug_ Kraft in ccm ae cecee ikea Giana 
n/20 Jod blauviolett rotbraun farblos (1g Malz — igt Sturk 
erfolgt nach Min. 

A 29,0 6 8 15 250 

B 29.6 5 7 14 250 
( 0.6 nach 210 Min. die blane Farbe 0,0 (4cem Auszug lésen 
ohne Anderung le Starke noch nicht) 

D | 29.8 5 7 14 250 


Die obigen Untersuchungen zeigen als besondere Erscheinung di 
Tatsache, dab Pepton eine Antiwirkung auf die Sistoamylase austben 
kann. Aus der Tabelle I geht hervor, daB der Malzauszug mit Sisto- 

















Kleutoamylase, eine Antisistoamylasesubstanz. aay 


substanz (C) fast keine amylolytische Wirkung aufweist, waibrend dei 
Auszug (D), der auber der Sistosubstanz noch Pepton erhalt, nicht mur 
dieselbe amylolytische Kraft wie der Malzauszug (A) allein aufweist. 
sondern sogar noch eine etwas gréBere. Daraus folgt, daB im Auszug (9D), 
welcher neben der Sistosubstanz noch Pepton enthalt. die ganze Menge der 
im Malzauszug enthaltenen Amylase in der Lésung bleibt und ihre amylo- 
lytische Wirkung in voller Kraft ausiiben kann. Pepton war also diejenige 
Substanz, welche die Wirkung der Sistoamylase ausschaltete. 

Dieses besondere Verhalten des Peptons lieB die Frage entstehen, ob 
Pepton selbst eine amylolytische Kraft aufweist. Es wurden infolgedessen 
l-, 5- und 10°, ige Peptonlésungen hergestellt und auf thre amylolytische 
Wirkung gepriitt. Die erhaltenen Resultate waren folgende: 


Tabelle IT. 


Die amylolytische Kraft der Peptonlésungen. 





Dextrinierende Kraft: Veriinderung 


Ver- der blauen Farbe der Starke durch ; 
Lisung zuckernde Jod in Verfliissigungskraft nac} 
rh ang Kraft —— - - — Pollak-Chrzaszez- Piero eh 
eat in ecm blauviolett rotbraun farblos (1g Pepton verfliissigt Starke in g) 
n/20 Jod 
erfolgt nach Min. 
1 0,10 210 die blaue Farbe ohne 0,0 (3 eem Loésung vertliissigen 
Anderung 0.3¢ Starke noch nicht) 
5 0,10 210 (wie oben) 0.0 (wie oben) 
10 0,15 210 ( , «J OO, s 9 


Man sieht also aus den obigen Zahlen, daB Pepton unter den bei uns 
in Frage kommenden Bedingungen fast keine amylolytische Wirkung zeigt. 
Der minimale Jodverbrauch bei der Bestimmung der verzuckernden WKratt 
liegt ja schon in den Fehlergrenzen der Bestimmung. Der Jodverbrauch 
des Peptons und der Starkelésung wurde selbstverstandlich bei allen 
Untersuchungen in Betracht gezogen und von den erhaltenen Resultaten 
abgezogen. 

Weiter muBte festgestellt werden, ob eine Peptonzugabe zum ftrischen 
Malzauszug irgendwelchen EinfluB ausiiben kann. Es wurde also 2° iget 
Brauereigerstenmalzauszug durch einstiindiges Schiitteln hergestellt) und 
klar filtriert. Zu je 100cem wurden je 2g Pepton hinzugesetzt, und 1, 2 
bzw. 4 Stunden geschiittelt und nach Filtrierung die amylolytische Kraft 
gepriift. 

Tabelle ILI. 
Einwirkung von Pepton auf die amylolytische Kraft von 
Malzausziigen. 





Dextrinierende Kraft: Verinderung 


Ver- der blauen Farbe der Starke durch — yy gicsigungskraft 
Malzauszug mit zuckernde Jod in nach T intner-Sollied 
Pepton geschiittelt Kraft (lg Malz verfliissigt 


in Std. in cem blauviolett rotbraun farblos Sturke in g) 


n 20 Jod nian 
erfolgt nach Min. 


l 21.3 6 12 40 $3 
2 20.6 6 12 40 83 
4 19.4 6 12 40 83 


N 


Malzauszug allein 21,9 6 12 4) 83 
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Pepton hat also bei kurzem Schiitteln einen minimalen Einflu®8 auf 
einen ftrischen Malzauszug, was mit den von Oparin und Kurssanow! 
erhaltenen Resultaten tibereinstimmt. Wir erhalten jedoch bei langerem 
Schiitteln des Malzauszuges mit Pepton eine kleine Abschwachung det 
verzuckernden Kraft. Bei der starkeverfliissigenden Kraft wird kein Einfluss 
beobachtet, da die hier angewandte Lintner-Sollied-Methode, wie wir zeigen 
konnten*, nicht besonders empfindlich ist. 

Weiter handelt es sich um die Frage, ob diese Abschwiachung der 
amylolytischen Wirkung des Malzauszuges durch Pepton oder durch lingeres 
Schiitteln allein hervorgerufen wird. Zu diesem Zwecke schiittelten wir 
je 100 cem klar, filtrierten 2° igen Gerstenmalzauszug ohne Peptonzugabe 
verschieden lange, 1, 2 und 4 Stunden. Die so erhaltenen Ausziige blieben 
klar und zeigten folgende amylolytische Kraft. 


Tabelle IV. 
Der EinfluB von Schiitteln der Amylaselésung auf deren 
amvlolytische Kraft. 





Dextrinierende Kraft: Verinderung 


der blauen Farbe der Starke durch 


Verzuckernde 
Kraft ‘Sok tn Verfliissigungskraft 


Malzauszug 
po ™ , nach Lintner-Sollied 
in Std. Ab- blauviolett rotbraun farblos (1 g Malz vertfliissigt 


in ccm Starke in g) 


n/.0 Jod nahme 


erfolgt nach Min. 


0 21,0 6 12 40 83,0 
l 17.9 14,7 6 12 43 66.7 
2 14,7 30,0 6 12 44 66.7 
4 13.2 37,1 8 14 48 66.7 


Die erhaltenen Zahlen zeigen, dali das Schiitteln der Malzausziige 
eine groBe Abschwachung der verzuckernden Kraft zur Folge hat, so dal 
nach vierstiindigem Schiitteln die verzuckernde Kraft mehr als ein Drittel 
ihrer urspriinglichen Aktivitét verliert, wihrend die dextrinierende und 
vertliissigende Kraft nicht in diesem Grade geschadigt werden. Wir haben 
hier also eine Bestitigung der allgemeinen Erscheinung, da Schiitteln 
die Enzyme schiidigt, was schon Ford und Guthrie? bei Gerstenamylase 
feststellten; jedoch beschriinkten sie ihre Beobachtungen auf die ver- 
zuckernde Kraft. Werden die erhaltenen Zahlen der Tabelle [V mit den- 
jenigen der Tabelle [1] verglichen, so sehen wir, daB Pepton einen schiitzenden 
EKinfluB auf die Amylase ausiibt. 


In der Tabelle [ wurde gezeigt, daB die gleichzeitige Zugabe von Pepton 
und Sistosubstanz zum Malzauszug die Inaktivierung der Amylase ver- 
hindert, so daB also dadurch die paralysierende Wirkung der Sistoamylase 
ausgeschaltet wird. Da festgestellt wurde, daB langeres Schiitteln die in 
der Lésung befindliche Amylase schadigt, so muBte entschieden werden, 
wie sich die Amylaselésung bei gleichzeitiger Gegenwart von Sistosubstanz 
und Pepton bei langerem Schiitteln verhalt. 


' A. Oparin u. A. Kurssanow, |. ¢. 


2 1. Chrzqszxcz u. J. Janicki, |. c¢. 
3 J.S. Ford u. J. M. Guthrie, |.c. 
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Eleutoamylase, eine Antisistoamylasesubstanz. 255 
Je 100ccm eines 2°,igen Gerstenmalzauszuges wurden nach Klar- 


filtrierung mit Ig Sistosubstanz und 2g Pepton versetzt, verschieden 
ange geschiittelt und nach dem Filtrieren auf die amylolytische Kraft 


geprift. Die Ergebnisse waren folgende : 


Tabelle V. 
Der EinfluB des Schiittelns auf die Amylaselésung bei Gegenwart 


von Sistosubstanz und Pepton. 





Dextrinierende Kraft: Veranderung 


Ver- ler blauen Farbe r Stirke durct , . 
Malzauszug iaideeetie der blauen Far sd ~ irke durch Verfliissigungskraft 
Sistosubstanz ” Kraft ——_— os: nach Lintner-Sollied 
Pepton : (1g Malz vertfliissigt 


in cem blauviolett rotbraun farblos 


voce S 
geschiittelt in Std. n/20 Jod 


Starke in g) 


erfolgt nach Min. 


1 20.6 8 12 40 83 
2 20.0 8 12 40 83 
4 20.0 5 12 40 83 
ohne Sehitteln 21,0 7 12 40 $3 


Wir sehen hieraus, daB Pepton, gleichzeitig mit der Sistosubstanz zu 
den Malzausziigen zugesetzt, zweierlel EinfluB ausiibt. und zwar schaltet 
es einerseits die inaktivierende Wirkung der Sistoamylase aus und schiitzt 
andererseits die in Lésung befindliche Amylase vor Schadigung durch 
Schiitteln. Wir haben selbst nach viersttindigem Schiitteln nur eine minimale 
Schadigung der amylolytischen Kraft beobachtet. 


Die Feststellung der Tatsache, da®B Pepton die inaktivierende Wirkung 
der Sistoamylase ausschalten kann, lie} die Frage entstehen, ob Pepton 
auch bereits durch Sistoamylase inaktivierte Amylase frei legt bzw. in 
welchem Grade die Amylase reaktiviert werden kann. 

Um dieses zu entscheiden, wurde ein 2°,iger Brauereigerstenmal|z 
auszug hergestellt. Zu je 100 cem Auszug wurde | g Sistosubstanz hinzu 
yesetzt, 1 Stunde geschiittelt, dann zu jeder Probe je 2g Pepton hinzu- 
vefiigt ,weiterhin verschieden lange geschiittelt, und zwar 1, 2 und 3 Stunden, 
und nach dem Filtrieren die amylolytische Kraft untersucht. 


Tabelle VI. 
Die Freilegung der an Sistoamylase gebundenen Amylase durch 


Pepton. 





Dextrinierende Kraft: Verinderung 


Malzauszug — der blauen Farbe der Starke durch , ; 
+ Sistosubstanz ° oe Nod eee vag ee Verfliissigungskraft nach 
nach 1 Std po. : Lintner-Sollied 
é ton. = ; g Malz vertliissigt 
Pepton blauviolett rotbraun farblos (1g Mal erflu 


Stirke in g) 


geschiittelt 





erfolgt nach Min. 


1 Std. 4,0 28 50 140 35,7 

o « 4.8 26 44 32 38.5 

. 5,9 24 39 30 41.6 
Malzauszug | 04 { 210, die blane Farbe ohne 0,0 (4 cem Auszug lésen 


+ Sistosubstanz | Anderung 1g Starke noch nicht) 





~~: 


T. Chrzaszez u. J. Janicki: 


Die Untersuchungen zeigen also, dali die Sistoamylase die Amyla- 
nicht vernichtet, sondern nur bindet und hierdurch inaktiviert. Fern 
geht aus ihnen hervor, dali Pepton die Amylase aus dieser Bindung freileg: 
kann, indem es die Amylase in Lésung bringt und dadurch ihre Wirkun, 
erméglicht. Die durch Sistoamylase inaktivierte Amylase wird dur 
Pepton siccum sine sale nur schwer aus dieser Bindung freigelegt. Di 
freigelegte Amylase zeigt aber eine gleichmaBige Wirkung ihrer drei Funk 
tionen, der verzuckernden, dextrinierenden und_ vertliissigenden Kraft 
Wir erinnern daran, da8 die in Lésung befindliche Amylase, wie aus 1 
belle II1, [IV und V hervorgeht, durch Schiitteln geschadigt wird. Es 
aber aus der Tabelle VI zu ersehen, daB hier wahrend der Schiittelun 
die amylolytische Kraft steigt. Je linger Pepton auf die Bindung vor 
Sistoamylase- Amylase einwirkt. desto mehr Amylase wird freigelegt 
Nach einstiindigem Schiitteln gehen etwa 20°,, nach zweistiindiger 
24°, und nach dreistiindigem etwa 28°,, in Lésung. Wir haben hi 
also eine stufenweise Elution der Amylase aus der Bindung Sist 
amylase-Amylase. 

Wie schon am Anfang des experimentellen Teiles gesagt wurde, habe: 
wir als Sistosubstanz die gemahlenen Keimlinge des getrockneten Buclh- 
weizenmalzes verwendet. Daraus ergab sich die Frage, ob Sistosubstanz 
Amylase enthalt, welche durch Pepton freigelegt wird. 


Um _ dieses festzustellen, wurden folgende zwei Ausziige herg: 
stellt: ein 1° iger Auszug von Sistosubstanz und ein solcher mit eine: 
Zugabe von 2g Pepton. Nach Abfiltrieren wurde die amylolytisch: 
Kraft der Ausziige bestimmt. 


Tabelle VIf. 
Der EinfluB von Pepton auf die amylolytische Kraft der Sisto 
substanz. 





Dextrinierende Kraft: Verinderung 


der blauen Farbe der Stiirke durch Vertliissigungskraft nach 





Sisto- Jod in . aap : 
substanz- 7 a I ollak-C hrz yon a-F ierozek ‘ 

auszug blauviolett rotbraun farblos (1 g Substanz verfliissigt Stark: 

: in g) 
erfolgt nach Min. 
allein 0,0 210, die blane Farbe ohne 0,0 (8cem Auszug lisen 
Anderung 0,3 g¢ Starke noch nicht) 

+ Pepton 0,2 210 (wie oben) 0.0 (wie oben) 


Pepton hat also einen minimalen EintluS auf die amylolytische Wirkung 
der Buchweizenmalzkeimlinge. Es mul daher als bewiesen angenommer 
werden, daB die in der Tabelle VI freigelegte Amylase nicht von der Sisto 
substanz stammt, sondern von der Amylase des Malzauszuges, welchy 
durch die Sistoamylase inaktiviert war. 


Sobald die -Antiwirkung des Peptons auf die Sistoamylasesubstanz 
bei der Einwirkung der letzteren auf die Amylase des Gerstenmalzes fest- 
gestellt war, wurde die Frage aktuell. wie sich Pepton gegen die Amylas« 
des Buchweizenmalzes verhalten wird, da ja das Buchweizenmalz groli 
Mengen der Sistoamylase bildet und anhauft. Zwecks Feststellung diese- 
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Kinflusses stellten wir eine Reihe von Buchweizenmalzausziigen her, wn 
zwar: 
1. 5@ Buechweizenmaiz mit WKeimlingen in 100 cem HO. 1 Stund 
geschiittelt. 


2. 5g Buchweizenmalz mit Keimlingen in 100cem H,O, 2 Stunden 
geschiuttelt. 
3. 5g Buchweizenmalz mit Keimlingen in 100 ccm HO, 4 Stunden 


geschiuttelt. 


4. wie bei 1. 5g Pepton, 1 Stunde geschiittelt. 

Dix se —— ” ag Ps 2 Stunden 

aw eo Bs ae a 4 Stunden 

if : ~ ae og = nach | Stunde, dann weiter | Stunde 
geschiittelt. 

S. wie bei 1. 5g Pepton, nach I Stunde, dann weiter 2 Stunden 
geschittelt. 

9 wie bei 1. -+- 5g Pepton, nach I Stunde, dann weiter 3 Stunden 


geschiuttelt. 
10. 5g Buchweizenmalz ohne Keimlinge in 100 c¢em H,O, 1 Stunde 
geschittelt. 


ll. wie bei 10. og Pepton, 1 Stunde geschiittelt. 


Nach dem Abftiltrieren wurde die amylolytische Kraft bestimmt : 


Tabelle VIET. 


Der EinftluB von Pepton auf die amvlolytische Kraft von Buch 
weizenmalzausziigen. 





Dextrinierende Kraft: Verinderung 


ao we "hits aie toa Verfliissigungskraft nach 
Auszug Kraft Lintner-sollied 
“ in eem blauviolett rothraun farblos (1g Malz vertliissigt otarke 
n/20 Jod ing 
erfolgt nach Min 
1 0,1 210. die blaue Farbe ohne 0.0 (8eem Auszug losen 
Anderung ly Starke noch nicht) 
2 0,1 210 (wie oben) 0.0 (wie oben) 
3 0,0 ate ¢ . « J 0.0 | 
4 5,9 4 27 135 40.0 
5 5.4 4 18 135 40.0 
6 6,1 4 18 135 40.0 
7 1,0 27 63 180 12.5 
S 1,9 20 45 126 14.3 
9 yy 18 40 96 16.7 
10 2.9 32 SQ 00 C- 14.3 
geib) 
11 7,7 4 18 115 50.0 


Die Untersuchungen mit dem Buchweizenmalz bestatigen im yroBen 
und ganzen die vorher mit Gerstenmalz erhaltenen Resultate. Auch hiet 
zeigt Pepton einen zweifachen EinfluB auf Sistoamylase, und zwar kann es 
sowohl die Wirkung der Sistoamylase auf die Amylase des Buchweizen- 
malzes ausschalten als auch schon gebundene Amylase freilegen. Die 
Freilegung der Amylase geht auch hier stufenweise vor sich. Nach drei- 
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stiindiger Elution werden etwa 34°, der gebundenen Amylase frei gelegt 
Die amylolytische Kraft des Buchweizenmalzes ohne Keimlinge ist nicht 
bedeutend (Auszug 10), im Vergleich mit dem Auszug 11, zu dem vor den 
Schitteln 5g Pepton hinzugesetzt wurden, ist sie bedeutend geringe: 
Wir haben hiermit den Beweis dafiir, daB auch nach dem Entfernen de: 
Keimlinge im Buchweizenmalz noch ziemlich viel Sistoamylase vorhanden ist 

Es muB hervorgehoben werden, da®& sich das gegenseitige Verhaltni 
der einzelnen Funktionen der Amylase des Buchweizenmalzes ander 
darstellt als bei der Amylase des Crerstenmalzes. Das Buchweizenmal: 
zeigt bei Anwesenheit von Pepton eine ziemlich groBe starkeverfliissigend: 
Kraft bei gleichzeitiger schneller Dextrinierung der ersten Phase des Stark: 
abbaues (blau, blauviolett), wahrend die weiteren Phasen sehr trage ver 
lauten. Die verzuckernde Kraft ist dagegen eine sehr schwache. 


Pepton-Witte und Sistoamylase. 

Das besondere Verhalten des Peptons siccum sine sale gegeniiber det 
Sistoamylase gab Anla®B zu Untersuchungen, ob Pepton-Witte sich alinlicl 
verhalten wird. Zwecks Feststellung dieses Einflusses wurden folgende 
Ausziige hergestellt : 

A. 5°. ige Pepton-Witte-Lésung. 

PO 6s ‘a 
5g Buchweizenmalz in 100cem H,O 1 Stunde geschiittelt, dann 
5g Pepton siccum sine sale zugesetzt und 2 Stunden weiter ge- 

schiittelt. 

wie bei C., aber mit Pepton- Witte. 

5g Buchweizenmalz + 5 g Pepton siccum sine sale in 100 cem H,O 
I Stunde geschiittelt. 

Wie bei E., aber mit Pepton-W tte. 

Nach dem Abfiltrieren wurde die amylolytische Kraft der obigen Aus- 
ziige bestimmt: 

Tabelle IX. 


Der EinfluB von Pepton-Wiite auf Buchweizenmalz. 





Dextrinierende Kraft: Verinderung 
Ver- der blauen Farbe der Starke durch 
zuckernde Jod in Vertliissigungskraft nach 
Auszug Kraft . Lintner-Sollied 
in eem blauviolett retbraun farblos (1 g Malz vertliissigt Stiirke in g) 
n 20 Jod . 


erfolgt nach Min. 


0.0 210, die blaue Farbe ohne 0.0 (Beem Auszug losen 
Anderung lg Starke noch nicht) 

0.0 210 (wie oben) 0.0 (wie oben) 

1.9 45 126 14,3 

3.7 8 die Farbe undeutlich 25,0 

5,9 4 27 135 40.0 

6.4 4 18 135 40.0 


Die Untersuchungen mit Pepton-Witte sind ziemlich umstandlich, 
weil dieses viel Jod verbraucht. was bei der Bestimmung der verzuckernden 
Kraft natiirlich beriicksichtigt wurde. Die Starkelésung mit dem Pepton- 
Witte enthaltenden Malzauszug zeigt eine starke Triibung. 
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Die obigen Zahlen beweisen, dal das Pepton-Wette alinilich wirkt wie 
Pepton siccum sine sale, jedoch eine viel starkere Elutionskraft besitzt als 
letzteres. Schon nach zweistindiger Einwirkung von Pepton-Witte werden 
mehr als 50°, der verzuckernden Kraft frei gelegt, wahrend Pepton siccum 
sine sale nach dreistiindigem Schiitteln nur 30°, dieser Kraft reaktiviert 


Diskussion. 


Die durchgefiihrten Untersuchungen weisen darauf hin, daB neben 
der von uns entdeckten, die Amylase bindenden und dadurch inakti- 
vierend wirkenden Substanz, der sogenannten Sistoamylase, auch solche 
Stoffe existieren, die eine Gegenwirkung auf diese sistierenden Substanzen 
ausuben kénnen. Als solche Substanzen erwiesen sich gewisse Abbau- 
produkte des EiweiBes in der Form von Pepton, und zwar sowohl von 
Pepton siccum sine sale als auch von Pepton- Witte. DaPepton bekanntlich 
eine Mischung verschiedener Abbauprodukte des EiweiBes ist, so mul 
angenommen werden, daB nicht alle Bestandteile des Peptons, sondern 
nur ein bzw. einige von diesen diese spezifische Wirkung  besitzen. 
Welche Bestandteile des Peptons hier in Frage kommen, kann noch 
nicht entschieden werden. Vorlaufig kann man auch noch nicht sagen, 
ob in beiden Peptonen dieselben Substanzen aktiv sind. Auf Grund 
der bisherigen Untersuchungen miiBte man eher annehmen, da hier 
nicht dieselben Substanzen wirksam sind bzw. andere Formen derselben. 
Die von uns gemachten Beobachtungen weisen darauf hin, dab Pepton 
auf dreierlei Art auf das System Amylase bzw. Amylase-—Nistosubstanz 
einwirken kann: 

1. Pepton verhindert die Bindung der Amylase durch Sistoamylase, 
indem es die Wirkung der letzteren ausschaltet und dadurch die ganze 
Menge der in Lésung befindlichen Amylase aktiv erhalt. 

2. Pepton kann die an Sistoamylase gebundene Amylase freilegen 
und dadurch in eine aktive Form iiberfiihren. Die Freilegung der an 
Sistoamylase gebundenen Amylase geht aber sehr langsam vor sich, 
denn selbst nach dreistiindiger Elution werden nur etwa 34°, der 
gebundenen verzuckernden Kraft  freigelegt. Pepton-Witte wirkt 
dagegen energischer. Schon nach zweistiindiger Einwirkung werden 
bereits etwa 50°, der verzuckernden, etwa 60°, der verfliissigenden 
und der gr6Bte Teil der dextrinierenden Kraft freigelegt. 

3. Pepton wirkt der durch langandauernde Erschitterungen hervor- 
gerufenen Inaktivierung der Amylase entgegen. 


Auf welche Weise Pepton hier tatig ist, ist vorlaufig schwer zu 


entscheiden. Die Wirkung des Peptons kann entweder so erklart werden, 


daB man einen EinfluB auf die Sistoamylase, oder eine direkte Beein- 
flussung der Amylase selbst annimmt. Wenn wir aber beriicksichtigen, 
daB Pepton auf die oben erwaihnten drei Arten wirken kann, so mul 
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angenommen werden, daB es sich hier eher um eine direkte Beeinflussuny 
der Amylase handelt. Pepton zeigt eine gréBere Affinitat zu der Amylas 
als diese zu der Sistoamylase, und es ist sehr wahrscheinlich, daB das 
unter diesen Bedingungen neugebildete System Amylase —Pepton bzw 
Amylase—,, X**-Substanz des Peptons, gegen die inaktivierenden Einfliiss: 
widerstandsfahiger ist und deshalb in Lésung bleibt. Dies ist auc} 
wahrscheinlich der Grund fiir die festgestellten Tatsachen, daB Pepton 
die Bindung der Amylase an Sistoamylasesubstanz verhindert, de: 
Inaktivierung der Amylase durch Schiittelung entgegenwirkt und di 
an Sistoamvlase gebundene Amylase eluiert. 

Man sieht also, daB die Natur biologische Prozesse nicht nur durch 
chemische und physikalische, sondern auch durch biologische Faktoren 
regulieren kann. Die Wirkung eines Enzyms ist von der Méglichkeit 
abhiangig, in einen Zustand von groBer Dispersion bzw. in Lésungszustand 
iuberzugehen. In der Natur bilden sich neben den Enzymen Sisto 
substanzen, welche bestrebt sind, das Enzym in einen unldéslichen 
Zustand iiberzufiihren. Andererseits aber bilden sich auch Substanzen, 
welche den Sistosubstanzen entgegenwirken, tiberhaupt jeglichen 
inaktivierenden Faktoren entgegenarbeiten, indem sie das Bestreben 
haben, das Enzym in der Lésung zu erhalten. Diese Substanzen, welche 
das Enzym aus der unléslichen Form in Lésung bringen bzw. in Lésung 
zu halten suchen, schlagen wir vor, als ,,Lleutosubstanzen** zu benennen. 
Jedes in der Natur vorkommende Enzym kann als folgendes System 
betrachtet werden: 








Sistosubst anz Enzym Kleutosubstanz 
schwer- oder léslich, loslich, 
unloslich, wirksam unwirksam 
unwirksam (leicht 
| « ~ inaktivierbar) , ~~ M 
Sistosubstanz-Enzym Sistosubstanz-Eleutosubstanz Enzym-Kleutosubstanz 
unloéslich, unwirksam loslich, wirksam, 
unwirksam stabiler 
+ A 
t St 
Ee = —] 
ES ra 
ST = 
v v 
schwer loslich, loslich, 
dann wirksam wirksam 


Je nach der Art bzw. dem chemisch-physikalischen Zustande der 


Sistosubstanzen miissen auch verschiedene Arten bzw. verschieden 
wirkende Eleutosubstanzen vorkommen. Zur Zeit sind Pepton siccum 
sine sale und Pepton-Witte bzw. gewisse Bestandteile dieser Peptone 
die einfachsten Eleutosubstanzen fiir Pflanzenamylase. Wir haben 














ung 
lass 
das 
ZW 
LISS« 
uc} 
ton 
det 


rch 
ren 
keit 
and 
sto 

hen 
ZEN, 
hen 
ben 
che 
ung 
en. 


rem 


fanz 


n, 


der 
den 
um 
one 


hen 





Kleutoamylase, eine Antisistoamylasesubstanz. 261 


vezeigt, daB sie energisch tatig sind, die Amylase in Losung zu bringen 
ind in dieser zu erhalten. Diese Eleutosubstanzen vermégen auf gewisse 
spezifische Art gleichmaBig auf die drei zu cinem vollstandigen Modell 
der Amylase gehérenden, verschiedenen Funktionen einzuwirken. Ob 
diese Eleutosubstanzen auf das Enzym direkt einwirken oder auf den 
kolloidalen Trager, der nach Willstdtters! Ansichten jedes Enzyvm 
begleitet, ist zur Zeit noch schwer zu beantworten. Die Beobachtungen, 
daB die drei Funktionen der amylolytischen Wirkung je nach der Art 
und Herkunft der Amylase ein verschiedenes gegenseitiges Verhaltnis 
zeigen, weisen darauf hin, daB es mehrere Arten von Eleutosubstanzen 
geben muB, welche je nach den Bedingungen verschiedenartig auf die 
ganze Amylase bzw. auf deren einzelne Funktionen wirken kénnen. 
Auch Papain kann, unserer Meinung nach, zu Eleutosubstanzen gezihit 
werden. Es bildet aber eine spezielle Gruppe. Zu einer anderen Gruppe 
dieser Erscheinungen kann man die Beobachtungen von Oparin und 
Kurssanow? rechnen, welche feststellen konnten, daB die veriinderte 
Aktivitat der Amylase in den Grenzen des py 3.5 bis 6.2. bloB mit 
den physikalischen Verhaltnissen der Begleitstoffe zusammenhing. 


1 R. Willstdtter u. M. Rohdewald, Zeitschr. f. physiol. Chem. 208, 
Iso, 1931. 


» 


2 4.Oparin u. A. Kurssanow, diese Zeitschr. 256, 190, 1932. 





Die Rhodanbildung im Tierkérper. II. 


Von 
Konrad Lang. 


(Aus der stadtischen Krankenanstalt Kiel.) 
(Eingegangen am 27, Mai 19323.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In einer ersten Mitteilung! konnte ich zeigen, daB das Rhodan im 
Tierkérper durch einen fermentativen Proze aus Blausdure und 
Schwefel gebildet wird, und ich habe tiber das Vorkommen und dic 
Eigenschaften der Rhodanese, des die Khodanbildung katalysierenden 
Ferments, berichtet. Es ergab sich, daB nahezu alle Organe des Tier- 
korpers, wenn auch in quantitativ stark wechselndem AusmaBe, Rho- 
danese enthalten. Ich glaubte daraus schlieBen zu diirfen, dal dir 
Rhodanbildung nicht an ein bestimmtes Organ gebunden ist, sondern 
uberall da stattfinden kann, wo Rhodanese vorhanden ist. Es erschien 
mir nun wiinschenswert zu sein, diese Vermutung durch das Experiment 
zu bestatigen. Zu diesem Zwecke habe ich Leber- und Nierendurch- 
strémungen unter Zusatz von Blausiure und Thiosulfat zur Durch 
strémungsflissigkeit durchgefiihrt. Die Durchstrémungen erfolgten 
mittels des von Skramlik? angegebenen Apparates. Wie die Tabellen | 


Tabelle I. 
Die Rhodanbildung in einer durchstrémten Katzenleber. 


Minutenvolumen: 20 cem. Durchstrémungsfliissigkeit: 80c¢em Ringe! 
losung, die m,800 Blausaure und m/800 Thiosulfat enthielt. 





Zeit HSCN gebildet Zeit HSCN gebildet 
Min. mg Min. mg 
10 1,60 90 2,96 
30 2,16 120 3.84 
60 2,56 150 4,24 


! Diese Zeitschr. 259, 243, 1933. 
* Pfliigers Arch. 180, 1, 1920. 
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Tabelle LI. 
Die Rhodanbildung in einer durchstrémten Katzenniere. 


Minutenvolumen: 15 cem. Durchstrémungsfliissigkeit: 80 cem Ringer- 
lésung, die m,800 Blausaéure und m 800 Thiosulfat enthielt. 





Zeit HSCN gebildet Zeit HSCN gebildet 
Min. mg Min. mg 

10 1,00 120 3,00 

30 1,89 150 3,50 

60 2.40 


und II zeigen, wird sowohl durch die Leber als auch durch die Niere 
zugesetzte Blausiure nahezu quantitativ in Rhodan_ tibergefiihrt. 
Diese Versuche erweisen also, daB die von mir in Modellversuchen an 
Organbreien bzw. gereinigten Fermentlésungen erhaltenen Resultate 
ohne weiteres auf intakte Organe itibertragbar sind. 


In meiner ersten Mitteilung habe ich die Frage aufgeworfen, ob 
alles Rhodan, das im Tierkérper entsteht, auf die enzymatische Synthese 
aus Blausiure und Schwefel zuriickzufiihren ist, oder ob nicht noch 
andere Méglichkeiten der Rhodanbildung vorliegen kénnen. Ich konnte 
nachweisen, daB die theoretisch denkbare Umlagerung von Thioharnstoff 
in Rhodanammonium im Tierkérper nicht stattfindet. In weiteren 
Versuchen habe ich nun gepriift, ob der Tierkérper die Fahigkeit besitzt, 
Rhodanester und ihre Isomeren, die Senféle, in Rhodan iiberzufiihren. 
Senféle werden bekanntermaBen mitunter alimentér zugefihrt. 

Methodisches. 20 cem Organbrei bzw. Wasser oder wasserige Extrakte 
von Acetontrockenpulvern der verschiedensten Organe wurden mit 20 cem 
Phosphatpuffer von wechselndem py und 0,2 cem Senfél oder Rhodan 


ester versetzt und im Brutschrank aufbewahrt. Die Zugabe eines Anti 
septicums eriibrigt sich infolge der desinfektorischen Eigenschaften der 
genannten Substanzen. Die Rhodananalysen erfolgten in der gleichen 


Weise, wie ich sie in meiner ersten Mitteilung beschrieben habe. 

Es ergab sich, daB aus Senfélen und Rhodanestern Rhodanid 
gebildet wird, und zwar sowohl in wasseriger Lésung als auch bei Ver- 
wendung von Acetontrockenpulvern oder frischen Organbreien. Wie 
die Abb. 1 zeigt, wird die auch in wasseriger Lésung spontan ver- 
laufende Verseifung durch frischen Organbrei katalysiert, nur un- 
bedeutend aber durch Acetontrockenpulver von Organen. Ein weiterer 
Unterschied zwischen der spontanen Verseifung der SenfOle und der- 
jenigen durch Organbreie besteht in dem py-Optimum der Reaktion. 
In wiasseriger Lésung und auch bei Verwendung der katalytisch fast 
unwirksamen Acetontrockenpulver nimmt die Verseifungsgeschwindig- 
keit mit wachsender Alkaleszenz des Milieus zu, in frischen Organbreien 


Biochemische Zeitschrift Band 263 18 





264 K. Lang: 


hingegen ergibt sich ein Maximum der Reaktionsgeschwindigkeit beim 
Neutralpunkt. 

Bemerkenswert ist die viel gréBere Verseifungsgeschwindigkeit 
des Allvlsenféles gegeniiber derjenigen des Methylsenféles, und zwai 
sowohl in wasseriger Losung als auch bei Verwendung von Organbreie: 
(Abb. 2). Methylrhodanid wird schneller verseift als das isomere Methy! 
senfél. Das ist ohne weiteres verstandlich. Denn die Rhodanidbildung 
aus Senf6l kann nur so verlaufen, daB entweder zunichst das Senfé! 
in den isomeren Rhodanester umgelagert wird, worauf die Verseifung 
einsetzt, oder, was mir wahrscheinlicher erscheint, wird primar das 
Senf6l zur Isorhodanwasserstoffsiure verseift, die sich dann in dic 
isomere und bestandige Rhodanwasserstoffsiure umlagert. 
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Abb. 1. Abb. 2. 


Die aus zugefiihrten Senfélen im Tierkérper gebildeten Rhodan- 
mengen kénnen aber nur unbedeutend sein. Denn erstens werden mit 
der Nahrung im allgemeinen nur sehr kleine Quanten von Senfélen 
aufgenommen, und zweitens geht, wie aus den oben geschilderten Ver 
suchen hervorgeht, nur ein ganz geringer Bruchteil der Senféle in 
Rhodan iiber. Selbst bei mehrtagiger Exposition der Ansitze im Brut- 
schrank betrug die Rhodanausbeute nur 1 bis 2°, der theoretischen 
Menge. Auch in durchstrémten Organen wird bei Zusatz von Senfé! 
zur Durehstrémungsfliissigkeit Rhodan gebildet. In der Tabelle II] 
ist ein derartiger Versuch wiedergegeben. DaB natiirlich der Mechanismus 
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der Rhodanbildung durch Verseifung der Senféle ein ganz anderer_ ist 
als bei der enzymatischen Rhodansynthese aus Blausiure und Schwefel, 
braucht nicht besonders betont zu werden. Bemerkenswert ist es, daB 
auch die Verseifung der Senféle durch ein Ferment katalysiert wird, 
dessen Abgrenzung von anderen Esterasen noch durchzufiihren ist. 


Tabelle LI. 
Die Rhodanbildung aus Allylsenf6l in einer durehstrémten 
Katzenleber. 


Durchstrémungsfliissigkeit: 80ccm Ringerlésung, der 300 mg Allylsenfél 
zugesetzt wurde. Minutenvolumen: 20 cem. 





Zeit HSCN gebildet Zeit HSCN gebildet 
Std. mg Std. mg 

1), 0.19 2 0.54 

1 0,38 3 0,70 


S. Lang’ hat mitgeteilt. daB nach Zufuhr aliphatischer Nitrile eine 
starke Vermehrung der Rhodanausscheidung seiner Versuchstiere zu beob- 
achten war. Wie ich schon in meiner ersten Mitteilung berichtet habe. 
gelingt es in vitro nicht, diese Nitrile unter physiologischen Verhaltnissen 
in Rhodan iiberzufiihren. Ich habe diese Angaben von S. Lang nach- 
gepriift und kann sie bestatigen. Diese Nachpriifung erschien mir infolge 
der unzutreffenden Voraussetzung des von S. Lang zur Rhodananalyse 
verwendeten Verfahrens wiinschenswert zu sein. Es zeigte sich, da die 
subcutane Injektion von Acetonitril beim Kaninchen eine erhebliche und 
auch nach Aussetzen der Injektionen noch lang anhaltende Steigerung der 
Rhodanaustuhr bedingt. Wie auch S. Lang betont, wird nur ein Teil des 
applizierten Nitrils in Rhodan verwandelt. Ich erhielt eine Rhodanausbeute 
von 12° 


DaB die Uberfiihrung der Fettsaurenitrile nur in vivo, nicht aber 
in vitro gelingt, deutet darauf hin, daB es sich dabei um eine kompli- 
ziertere Folge von Reaktionen handeln muBb, um deren Aufklirung 
ich mich bis jetzt ergebnislos bemiiht habe. Diese Umwandlung der 
Fettsdurenitrile im Tierkérper scheint mir sehr bemerkenswert zu sein. 
A priori ware ihre Verseifung zu der entsprechenden Fettsaure viel 
wahrscheinlicher. In Modellversuchen, bei denen ich Organbreie mit 
Acetonitril versetzte, habe ich nie eine Bildung von Essigsiure beob- 
achten kénnen. Fiir den lebenden Organismus kommt der Rhodan- 
bildung aus Nitrilen wahrscheinlich gar keine Bedeutung zu, da eine 
alimentare Aufnahme dieser Substanzen nicht in Frage kommt und fiir 
ihre Entstehung im intermediaren Stoffwechsel bis jetzt keinerlei 
Anhaltspunkte vorliegen. 


! Arch. f. exper. Pathol. 34, 247, 1894; 36, 75, 1895. 


18* 
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Ill. 

Es ist schon verschiedentlich versucht worden, eine Bilanz des 
Rhodanstoffwechsels zu ziehen. Die bisher in der Literatur festgelegten 
Zahlen iiber die Rhodanausscheidung des Organismus sind infolge 
der Unzulanglichkeit der friiheren analytisghen Verfahren revisions 
bediirftig. Ich habe das an anderer Stelle! ausfiihrlich begriindet und 
eine neue Methode zur Bestimmung des Rhodans in biologischen Fliissig- 
keiten mitgeteilt, die es erlaubt, den wahren Rhodangehalt zu erfassen, 
da sie auf einer fiir das Rhodan spezifischen Reaktion beruht. Die 
bisher in der Literatur festgelegten Zahlen betragen das 5- bis 20 fache 
des wahren Rhodangehaltes. Unter Verwendung dieser neuen Methodik 
ergibt sich die tagliche Rhodanausscheidung des Menschen zu 3. bis 
10 mg HSCN, wovon 90 bis 95°, im Urin, der Rest im Kot ausgeschieden 
werden. Eine eventuelle Rhodanausfuhr durch ausgespuckten Speiche] 
oder durch den Schwei8 ist dabei nicht beriicksichtigt. Eine genauere 
Darlegung des Rhodanstoffwechsels unter physiologischen und patholo- 
gischen Bedingungen nebst einer ausfiihrlicheren Publikation der ent- 
sprechenden Versuchsdaten soll einer klinischen Zeitschrift vorbehalten 
bleiben. 

Prinzipiell wichtig erscheint die Frage, ob die Blausaure ein regel- 
maBiges Produkt des intermediaren Stoffwechsels ist. Ich habe geglaubt, 
diese Frage bejahen zu diirfen. Einen sicheren Beweis konnte ich aber 
nicht beibringen, wohl aber konnte ich durch den Nachweis eines im 
Korper reichlich vorhandenen, spezifisch auf die Blausiure eingestellten 
Ferments, der Rhodanese, wahrscheinlich machen, daB standig im 
Organismus Blausiure entsteht, zumal unter normalen Verhaltnissen 
eine andere Bildungsart des Rhodans auBer aus Blauséiure und Schwefel 
in nennenswerten Umfange nicht in Betracht kommt. Es blieb noch 
zu entscheiden, ob und in welchem Umfange eine alimentaire Zufuhr 
von Rhodan in Betracht zu ziehen ist. 

Analysen von Nahrungsmitteln ergaben, daB nicht nur animalische, 
sondern auch vegetabilische Rhodanid enthalten kénnen. Eine genaue 
Messung der Rhodanzufuhr st6Bt bei der gewéhnlichen Ernahrung auf 
groBe Schwierigkeiten. Ich habe daher bei einem Patienten, der zu 
therapeutischen Zwecken 4 Wochen hindurch mit einer Duodenalsonde 
ernahrt wurde und der wahrend dieser Zeit auch nicht rauchte, die 
tagliche Rhodanzufuhr und Ausfuhr untersucht. Die Sondennahrung, 
von welcher der Patient 1000 ccm pro Tag erhielt, wies einen durch- 
schnittlichen Rhodangehalt von 120 y-% auf. Die tagliche Zufuhr 
betrug somit 1,2 mg HSCN. Der Patient schied taglich sehr konstant 
3 bis 4 mg HSCN aus, es wurden also pro Tag 2 bis 3 mg Rhodan von 


! Diese Zeitschr. 262, 14, 1933. 
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ihm synthetisiert. Da in diesem Falle alle anderen Bildungsmdéglich- 
keiten fiir Rhodan wegfielen, miissen demnach 0,8 bis 1,2 mg Blausaure 
im intermediaren Stoffwechsel entstanden sein. Und zwar im Minimum, 
da es noch nicht sicher feststeht, ob die Blausdure im Organismus nicht 
noch andere Reaktionen eingeht und ob nicht das Rhodan zum Teil 
im Stoffwechsel zerstért wird. Einen Anhaltspunkt fiir diese letztere 
Moéglichkeit habe ich allerdings nicht, denn in zahlreichen Versuchen 
konnte ich unter den verschiedensten Versuchsbedingungen bis jetzt 
noch nie eine Zerstérung von Rhodan nachweisen. Ich glaube durch 
den im obigen geschilderten Versuch eine weitere Stiitze fiir die Auf- 
fassung beigebracht zu haben, daB die Blausiure ein obligates Stoff- 
wechselprodukt ist. Untersuchungen iiber das Problem, wie die 
Blausdure im Organismus entsteht, sind zur Zeit im Gange. 


Zusammenfassung. 

1. Es werden die in einer friiheren Mitteilung beschriebenen in 
Modellversuchen gewonnenen Ergebnisse iiber die enzymatische Rhodan- 
synthese aus Blausiure und Schwefel in Organdurchstro6mungsversuchen 
bestatigt. 

2. Es wird gezeigt, da der Tierkérper auch aus Senfélen und 
Rhodanestern Rhodan zu bilden vermag. 

3. Es wird iiber die Bilanz des Rhodanstoffwechsels berichtet, 
wobei die Rhodanausscheidung gréBer als die Rhodanzufuhr ist. Es 
muB also Rhodan im Organismus synthetisiert werden, Diese Neu- 
bildung von Rhodan weist darauf hin, daB die Blauséure ein regel- 
maBiges Produkt des intermediadren Stoffwechsels ist. 





Uber die Rolle der Phosphate in Oxydationsprozessen. 


I. Mitteilung: 


Katalaseaktivitét in Phosphatlésung. 


Von 
A. Malkoy. 


(Aus dem Forschungslaboratorium der I. Staatlichen Hefefabrik zu Moskau 
(Eingegangen am 7. Mai 1935.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Durch spezielle Untersuchungen! stellten wir fest, daB die Phos- 
phate die Oxydationsprozesse hemmen. Die weitere Forschung erstreckt 
sich aut das Studium der enzymatischen Oxydationsprozesse. — Im 
folgenden prifen wir die Wirkung der Phosphate auf die Aktivitat der 
Katalase und zwar in bezug auf ihre Eisenbestandteile. 


Methodik. 


Die Aktivitat der Katalase wurde durch Titration des nicht zersetzten 
Wasserstotfsuperoxyds mittels KMnO, bestimmt. Die Fe-Analyse ist 
nach der Methode von A. Malkov? ausgefiihrt. 


Experimenteller Teil. 
(Unter Mitwirkung von A. Wesonjik.) 
Versuch 1. 

Das Fermentpraparat wurde durch Verreiben von 200g obergirige: 
PreBhefe mit 5cem Isoamylalkohol® erhalten. Das Hefeautolysat wurde 
in MeBkolben von 500ccm Inhalt gebracht, darauf bis zur Marke mit 
destilliertem Wasser aufgefiillt und filtriert. 

Jeder Versuchskolben enthielt 10cem klaren Autolysatauszug, ferne) 
je 70cem NaH, PO,-Lésung (m/1, m/2 und m/3) und 10 cem 3° ige H,O, 
Lésung. Um die Wirkung des Fe, durch welches das Phosphat verunreinigt 
war, zu vermeiden, wurde bei niedrigen Phosphatkonzentrationen di 
Differenz im Eisengehalt zwischen der m/l Phosphatlésung durch neutral: 
siertes FeSO, in Seignettesalzlésung ausgeglichen. 


1 4. Malkov u. N.Zwetkowa, diese Zeitschr. 246, 191, 1932; ebenda 
262, 185, 1933. 

2 A. Malkov, J. of the Chem. Ind. 8, Nr. 1, 70. 1931 (russisch). 

® A. Malkov, im Druck. 
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Tabelle l. 


Temperatur 32°C. Auf 1g Hefetrockensubstanz berechnet. 





Zersetztes HO. in mg nach 


Phosphat- Fe-Gebalt 
Nr. konzentration in mg 
: 10 Min 20 Min 30 Min 
1 m1 3.25 471 541 560 
2 m/2 3,25 523 572 583 
3 m/3 3,25 551 582 DSS 


Aus den Werten des ersten Versuchs geht hervor, daB in Gegenwart 
gleicher Eisenmengen das durch die Katalase zersetzte Quantum des Wasser - 
stoffsuperoxyds um so gréBer ist, Je niedriger die Phosphatkonzentration 
der Lésung ist. Wie die angefiihrten Kurven zeigen, offenbart sich diese 
Erscheinung besonders deutlich zu Beginn des Prozesses. Nach 30 Minuten 
langer Katalasewirkung in verschiedenen Phosphatkonzentrationen nahern 
sich aber die Kurven einander. Es ergibt sich somit unzweifelhatt. dab 
die Phosphate die Aktivitat der Katalase hemmen. 


Versuch 2. 


Das Fermentpraparat wurde durch sehnelle Autolyse von PreBhefe 
durch Isoamylalkohol erhalten. 
Die Versuchskolben enthielten 10ccm = Klares Hefeautolysat sowie 
l5cem 3°,ig. HgO.-L6sung und zwei verschiedene Putfermischungen. 
wy) se Bae Ss sk ee eS 1.98 com 
m/S Wears ss vite eh es 
mast (Cees a tt 2,85 
m/l CHZCOOMs ..<..+.... » 27,55 
Destilliertes Wasser... .. . . 70,53 
DB) mes OCR le 2.85 
mest CHCA. cn sw ee es sR 


-~/é 


) 
Destilliertes Wasser... . . . . «120 


Tabelle Il. 


Temperatur 32°C. Auf 1g Hefetrockensubstanz berechnet 





Zersetztes H,O. in mg nach 





Fe 
Nr. Puffermischung Pu 
10 Min. 20 Min. 10 Min. 
1 Phosphat + Acetat 5.6 420 473 479 0.35 
2 Acetat 5,6 477 514 532 0,23 


Der zweite Versuch mit verschiedenen Putfermischungen zeigt den 
selben Verlauf wie Versuch 1. Aus Tabelle II ist jedoch ersichtlich, dats 
der Kolben mit Phosphatpuffermischung mehr Eisen enthalt als der Parallel- 
kolben mit Acetatpuffermischung.  Beziiglich des Eisens ist Ja bekannt, 
daB die Eisensalze selbst die Aktivitat der Katalasewirkung hemmen. 


ls rsuch 2. 

Das Katalasepraparat wurde in ahnlicher Weise wie in Versuch | und 2. 

namlich mit Acetatpuffermischung hergestellt. Um eine py-Anderung zu 

vermeiden, wurde das hinzugefiigte Eisensalz mit NaOQH-Loésung in Cregen 
wart von Seignettesalz neutralisiert. 
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Tabelle III. 


Temperatur 32°C. Auf 1g Hefetrockensubstanz berechnet. 





Hinzugefiigtes Eisen | Zersetztes H,O, in mg 


Nr. in mg nach 20 Min. PH 
1 0 500 5.6 
2 1 452 5,6 
3 2 441 5.6 
4 § 426 5,6 


Aus Versuch 3 geht, wie zu erwarten ist, hervor, dali zugetiigtes Eisen- 
salz die H,O,-Zersetzung durch Katalase hemmt. 
Versuch 4. 
Das Katalasepraparat und die Puffermischungen wie in Versuch 2. 
Tabelle IV. 


Temperatur 32°C. Auf 1g Hefetrockensubstanz berechnet. 





Fe-Gehalt in Zersetztes HyO. in mg nach 
Nr. Puffermischung Pu 50 ecem "en ane — 
Puffermischung 10 Min. 20 Min. 30 Min. 

1 Phosphat + Acetat 5,6 0,35 420 473 479 

2 Acetat 5,6 0,35 456 500 512 
€00 ———_—__—___—__, 
j ' 
5¥0' - ; | 





Mp 0, in ma 











Abb. 1. 


Die Werte der Tabelle IV und die zugehérigen Kurven zeigen, dab die 
Katalasewirkung bei gleichem Fe-Gehalt in Phosphatpuffermischung 
schwacher ist als in Acetatpufferlésung. Die hemmende Wirkung erfolzt 
somit auf Kosten des Phosphats, ist aber nicht auf den héheren Fe-Gehalt 
der Phosphatlésung zuriickzuftihren. 
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Versuch 5. 
Das Katalasepriparat wurde wie in Versuch 4 bereitet. Die Puffer- 
mischungen bestanden aus Phosphaten, Ammoniumsalzen und Ammoniak. 
Lmj/S Meg ss ew ss ce ss BBoem 
m/G HMter Oe 6 te et el RS 
Bee, eee ts ew tee oe es SS a 
ee ee ee ee 1.4 
auf 500 cem mit destilliertem Wasser getiillt. 
S. WMO Widest 6 tw ew ts + 9S Crm 
Pe eee so Se Sw Sore wa 5 1.4 
auf 500 cem mit destilliertem Wasser aufgefiillt. 


Jeder Versuchskolben enthielt 50 cem Puffermischung l5cem 3° ige 


H,O,-Lésung + 10cem Fermentauszug. 


Ta belle V. 


Temperatur 32°C. Auf 1g Trockensubstanz berechnet. 





Fe-Gehalt 


; 7 _ in mg Zersetztes HO. in mg nach 
Nr. Puffermischung Pa in 50 cem =e 
Puffer- 
mischung 10 Min 20 Min 30 Mir 
1 Phosphat 
+ Ammoniumputter 6.5 3.19 336 369 428 
2 Ammoniumpuffer 6,8 3,19 338 409 439 


Der Versuch 5 mit ganz anderen Puffermischungen, und zwar mit 
Ammoniakpuffermischungen, ergibt, dal die obenerwahnte Beziehung 
zwischen Phosphaten und Katalasewirkung tatsachlich besteht. Der Zu 
sammenhang zeigt sich ganz deutlich auf Grund des Phosphatgehaltes der 
Losung. In Acetat- und Ammoniumputfermischungen ist die Menge des 
verschwundenen H,O, gréer als in Phosphatmischungen bei gleichem 
Fe-Cehalt. 


Wo liegt nun die Ursache der hemmenden Wirkung der Phosphate ? 


Aut Grund unserer friiheren Untersuchungen ist festgestellt, da®i die 
Phosphate (a. a. O.} die Zersetzung des Wasserstoffsuperoxyds durch Fe-Salze 
hemmen, wahrscheinlich infolge Bindung des Eisens als Fe-Phosphat. 
Dagegen zeigen die Werte des Versuchs 3, daB die Eisensalze selbst an und 
fiir sich die Katalasewirkung hemmen. Diese beiden Umstande zwingen 
uns, einen Versuch durchzuftihren, bei dem die Zersetzung des H,O, durch 
Hefekatalase in Gegenwart von verschiedenen Eisenmengen des Mediums 
in Phosphat Acetat und reiner Acetatpuffermischung vonstatten geht. 


Versuch 6. 
Die Reagenzienmischung wurde wie in Versuch 4 bereitet. Das hinzu- 
gefiigte Eisensalz (FeSO,) ist mit NaOH in Gegenwart von Seignettesalz 
neutralisiert. 
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Tabelle VI. 


Temperatur 32°C. Aut le Hefetrockensubstanz berechnet. 





3 Hemmung der Katalase 

P Lersetztes Os rage ‘ 

: F Hinzu- Ze pages te : aktivitaét durch Eisen 

Nr. Puffermischung gefiigtes PH — in mg HO, nach 
Fe in mg 


20 Min. 30 Min. 20 Min. 30 Min 


0 5,6 473 479 
1 Phosphat | 1 5.6 422 431 51 48 
+ Acetat | 2 5.6 418 427 4 4 
3 5,6 409 421 9 6 
0 5.6 500 512 
9 eit | 1 5.6 452 460 48 52 
i s | 2 5,6 441 446 11 
3 5,6 426 433 15 


Die Messungen der Menge des zersetzten Wasserstoffsuperoxyds nach 
20 und 30 Minuten zeigen, dab in Gegenwart von Phosphat die hemmende 
Wirkung des Eisens auf die Katalaseaktivitat viel schwiacher ist als in 
reinem Acetat puffer (ohne Phosphat). Auf Grund des Versuchs 6 kommen 
wir vielleicht zu einer Lésung der Frage nach der hemmenden Wirkung 
des Phosphats auf die Katalaseaktivitaét. Aus Tabelle VI geht hervor, dali 
zwischen 0, 1, 2und 3mg Fe-Gehalt in Phosphat puffermischung die Katalase 
aktivitat (in Milligramm H,O,) folgendermaBen absank: 51—48, 4, 9—6. 

In Acetat puffermischungen hemmt das Eisen die Zersetzung des H,O, 
in folgender Weise: 48—52, 11 14, 15—13. 
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Aus diesen Zahlen ist somit zu ersehen, dal die hemmende Wirkung 
des Eisens in Gegenwart von Phosphaten schwacher ist. Die Betrachtung 
des Verlaufs der Kurven (Abb. 3 und 4) zeigt deutlich, daB die Menge des 
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ersetzten H,O, in Acetatpuffermischung Fe schneller sinkt als in 
Phosphatlosung Fe, Das ist zu erklaren durch die Bildung unwirksamet 
Eisenphosphate aus Eisen und Phosphat. Hinsichtlich des Chemismus 


des komplizierten Prozesses kann man annehmen, dab die Phosphate 
teilweise den Eisenbestandteil der Katalase binden und damit die Fahigkeit 
des Enzyms hemmen, Wasserstoffsuperoxyd zu zersetzen. Was die zur 
teagensmischung hinzugefiigten Eisensalze anbetrifft. so ist daran zu 
denken, dali die Eisensalze die Katalaseaktivitaét hemmen. wahrscheinlich 
wie Schwermetalle durch Herabsetzen der Enzymwirkung. 


Ergebnisse. 


1. Die Phosphate hemmen die Aktivitaét der Hefenkatalase, wahr- 
scheinlich durch teilweise Bindung des Eisenbestandteils des Ferments. 
2. Hinzugefiigtes Eisen wirkt hemmend auf die Aktivitit der 
Hefenkatalase. 
3. Die Phosphate beseitigen die hemmende Wirkung des hinzu- 


gefiigten Eisens. 





Uber die Rolle der Phosphate in Oxydationsprozessen. 


Il. Mitteilung: 


Studien tiber Peroxydaseaktivitat in Phosphatlisung. 


Von 
A. Malkov. 


(Eingegangen am 7. Mai 1933.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Auf Grund unserer Untersuchungen! ist festgestellt, daB die 
Phosphate die Oxydationsprozesse hemmen. 

Was die Wirkung der Phosphate auf die Aktivitat der oxydierenden 
Enzyme der Hefe anbetrifft, so haben wir zundichst? die Katalase- 
aktivitat in Phosphat und anderen Puffermischungen studiert. Eine 
Klarung der Frage nach dem Zusammenhang zwischen Phosphaten 
und oxydierenden Enzymen suchten wir durch Studien iiber die Aktivitat 
der Hefeperoxydase zu erreichen. 


Methodik. 


Zum Studium der Peroxydaseaktivitét wurde ein Enzymauszug durch 
schnelle Autolyse von PreBbhefe bereitet. Je 200g PreBhefe wurden mit 
5cem Isoamylalkohol verrieben. Die autolysierte Hefe wurde in MeBkolben 
von 500cem Inhalt gebracht und mit destilliertem Wasser bis zur Marke 
aufgefiillt; das Autolysat filtriert man durch Papierfaltenfilter.  Jede1 
Versuchskolben enthielt 10 cem klares Hefeautolysat, 5cem 10°, ige Pyro 
gallollésung, 3cem 1°,ige Wasserstoffsuperoxydlésung und 50 cem Puffer 
mischung. Die Peroxydaseaktivitét wurde nach der Methode von Wii/ 
stdtter und Stoll, das Eisen nach der Methode von Malkov* bestimmt. 


Experimenteller Teil. 
(Unter Mitwirkung von A. Mesonjik.) 
Versuch 1. 
Drei Versuchskolben enthielten m/l, m/2 und m/3 NaH,PO,-Lésung 
sowie L0cem Hefeautolysat, 5cem Pyrogallollésung und 3cem 1°, ige 


H,O,-Lésung. 
Im Verlauf von 20 Stunden bei 25° ist die Purpurogallinzahl gleich Null. 


1 4. Malkov u. N. Zwetkowa, diese Zeitschr. 246, 191, 1932. 

2 A. Malkov, ebenda 2638, 268, 1933. 

3 P. Rona, Praktikum d. physiol. Chem. 1, 379, 1931. 

4 A. Malkov, J. of the Chem. Ind. 8, Nr. 1, 70, 1931 (russisch). 
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Versuch 2. 
Der zweite Versuch enthielt m/10, m/20 und m/30 Na H,PO,-Losung; 
Pyrogallol und Wasserstoffsuperoxyd wie in Versuch 1. 
Tabelle LI. 


Temperatur 35°C. Bei 4 Stunden Dauer. 





— Verbrauchtes 
Nr. Phosphat- n10KMnQ, 
konzentration 


ecm 
1 m 10 1,1 
9 m a0 6.4 
3 m/30 8,2 


Die ersten zwei Versuche tiber den Einflu8 der Phosphate auf die 
Aktivitat der Peroxydase zeigen ganz deutlich, dab die Phosphate den 
OxydationsprozeB hemmen. Bei starken Phosphatl6sungen (m/l, m2 
und m/3) haben wir keinen Niederschlag von Purpurogallin gefunden. 
Je niedriger die Phosphatkonzentration ist, desto besser verlautt der Oxy- 


dationsprozeB durch Peroxydase. 


Versuch 3, 


Jeder Versuchskolben enthielt die oben genannten Reagenzien 


50 cem Puffermischungen aus Phosphat + Acctat. 
1. Puffermischung: Phosphat Acetat. 
m/G M@beris, «34s « «© + s « « GRD com 
h/e Pgs ek eS 6.65 
mii CH.COOGMNa ..«s«.s2+«-s«- OBS 
ee | ee re 5 


mit Aqua dest. auf 500 ccm aufgefiillt. 


2. Puffermischung: Acetat. 


m/i CH,COQMNaea «.«.. sss se « 90,45 00em 


aie eee SS eee ee we we 9.5 


mit Aqua dest. auf 500cem aufgefullt. 


Tabelle II. 


Temperatur 25°C. 4 Stunden Dauer. 





Verbrauchtes 


Nr. Puffermischung re-Genan Pu nlOK Mn, 
mg ecm 
1 Phosphat + Acetat 0,35 56 14.4 


2 Acetat 0,23 5.6 15.7 








276 A. Malkov: 


Der Versuch 3 mit verschiedenen Puffermischungen zeigt, daB di 
oxydative Wirkung der Peroxydase in Phosphat schwacher zum Ausdruc] 
kommt als in Acetatlésung. 


Es ist aber bekannt!, daB die Eisenbestandteile der Peroxydase ein 
wichtige Rolle hinsichtlich ihrer Reaktionsfahigkeit spielen. Ob dem hinzu 
gefiigten Eisen diese Wirkung bei den Oxydationsvorgingen der Peroxydas: 
zukommt, oder ob vielleicht ein Teil der Menge des entstandenen Purpuro 
gallins in Phosphatlésung auf Kosten des héheren Eisengehaltes gebildet 
wird, ist durch weitere Versuche festzustellen. 


Versuch 4. 


Die Bedingungen des Versuchs 4 gleichen denen des Versuchs 3. 


Tabelle II. 


Temperatur 25°C. Zeitdauer 20 Stunden. 





Verbrauchtes 


Nr. Puffermischung Eisengehalt PH n10KMn0, 
mg ecm 

1 Phosphat + Acetat 0,35 5.6 17,8 

2 Acetat 0,23 5.6 22.8 

3 Acetat 0,35 5,6 26,5 


Aus der Tabelle III geht hervor, daB hinzugefiigtes. in Gegenwart von 
Seignettesalz neutralisiertes FeSO, die Bildung des Purpurogallins férdert 
Es wird also bestatigt. daB die Phosphate die Aktivitat der Hefeperoxydase 
hemmen. Die Hemmung der Peroxydasewirkung in verschiedenen Zeit 
abschnitten ersieht man aus den Werten des Versuchs 5. 


Versuch 5. 
Puffermischung: Acetat — Phosphat und reines Acetat, Hefeautolysat, 
Wasserstoffsuperoxyd und Pyrogallol wie in Versuch 4. 
Tabelle IV. 


Temperatur 35°C. 





Verbrauchtes n 10 K Mn), 


“¢ ac Fe-Gehalt 
Nr. Puffermischung in ccm nat h e-Geha Pa 
2 Std. 4 Std. 6 Std. mg 
1 Phosphat + Acetat 1,3 13,6 24.9 0,35 5.6 
2 Acetat 15,9 23,9 29.6 0,29 5.6 
3 Acetat 17,3 25.4 39.4 0.35 5.6 


' OR. Kuhn, D. B. Haud u. M. Florkin, Zeitschr. f. physiol. Chem. 201 
255, 1931. 
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8 di Aus der Tabelle 4 geht hervor, daB die Peroxydasewirkung am Anfang des 
druc!} Prozesses in Gegenwart von Phosphaten viel geringer war als die parallele Oxy- 
dation in reiner Acetatpuffermischung. Die auf 
(rund der Werte des letzten Versuchs angefiihrten 
> ein . . r 
Kurven zeigen, daB der Zusammenhang zwischen der 
wNZu > ° > . 
- Peroxydasewirkung und Phosphaten, den wir gefunden 
aan - 
: haben, tatsachlich besteht. Aus der Abb. | ergibt 
puro . , 
a let sich auch, da® die hemmende Wirkung der Phosphate 
PLicte . 
zu Beginn des Prozesses am starksten war. Im 
Laufe der Zeit nach 4 und 6 Stunden wird 
sie aber abgeschwacht. 
Zusammenfassung. 
Die Untersuchungen tiber die Peroxydase- 
aktivitat in Gegenwart von Phosphaten fiihrten 
zu folgenden Ergebnissen: 
nagga 1. Die Phosphate hemmen die Aktivitét der 
ites 
nO, Hefeperoxydase. 
2. Hinzugefiigtes Eisen beschleunigt die 
Peroxydasewirkung. 
3. Die hemmende Wirkung der Phosphate ae 
auf die Peroxydase ist zu Beginn des Prozesses ° fee M4 . 
am stiirksten. Abb. 1. 
rf von 
‘dert 
vdase 
Zeit 
vsat, 
A 
ma 
4) 
6 
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Uber das Abgestimmtsein yon Anregern, 
am Beispiel des Dunkelns. 


Von 
Hans Schmalfub, mitbearbeitet von Helene SehmalfuB veb. Barthmeyer. 


(Nach Versuchen von I. Heise, R. Kisler und H. Haeussler.) 
(Aus dem Chemischen Staatsinstitut Hamburg. Universitat.) 


(Einge qganqgen am 10. Mai 1933.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Beschleuniger nennen wir einen Stoff oder ein Gemisch von Stoffen, 
fahig, einen oder mehrere Vorgainge zu beschleunigen, die freiwillig 
ablaufen, wie das Dunkeln von Farbvorstufen mit mehr als einer 
OH-Gruppe am Benzolkern. Ausléser! nennen wir einen Stoff oder ein 
Gemisch von Stoffen, fahig, einen oder mehrere Vorgange auszuldsen. 
die nicht freiwillig ablaufen, wie das Dunkeln von Farbvorstufen 
mit einer OH-Gruppe.  Anreger ist der gemeinsame Oberbegriff fiir 
Beschleuniger und Ausléser. 


Fir das Dunkeln von Lebewesen sind nun unter anderem zwei 
Fragen wichtig: 

1. Sind die Anreger verschiedener Lebewesen gleich oder ver- 
schieden / Insbesondere: Unterscheiden sie sich nur der Menge nach 
oder aber in ihrer Wesensart ? Z. B. behauptet Raper?, die ,, Tyrosinasen™ 
verschiedener Herkunft seien gleich. Abderhalden® bestreitet das 

2. Ist ein Anreger auf eine Farbvorstufe so abgestimmt, daB er 
nur sie dunkeln lassen kann? Z. B. behauptet Bloch4, die menschliche 
Haut enthalte einen Beschleuniger, der nur auf 1-Dioxyphenylalanin 


) H. SchmalfuB, Naturwiss. 16, 209, 1931. 

* H. Raper, Biochem. J. 20, 69—72, 1926. 

3 BE. Ahderhalden u. W. Schairer, Fermenttorschung 12, 239—332, 1931. 
4 B. Bloch u. F. Schaaf, Wlin. Wochenschr. 11, 10—14, 1932. 
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ibgestimmt sei!: wir?, ebenso wie Opp nheimer® und Kuhn u.a.. be- 
streiten das. 

Es sind geniigend Verfahren bekannt, Anreger aus Lebewesen 
weitgehend zu reinigen, z. B. durch gestuftes Fallen oder durch aus- 
waihlendes Anreichern an den Oberflachen fein verteilter Stoffe.  Doch 
sind die Verfahren im allgemeinen nur dann aussichtsreich, wenn ge- 
niugend Ausgangslésung zur Verfiigung steht. Handelt es sich aber 
darum, tiber die Anreger einzelner Kerbtiere oder der lebenden mensch- 
lichen Haut Naheres auszusagen und dabei médglichst wenig von den 
Lebensbedingungen abzuweichen, so wird man versuchen, auf andere 
Weise Einblick zu gewinnen. 

Wenn sich die Anreger? verschiedener Tier- und Pflanzenarten 
nur der Menge nach unterscheiden, so miissen drei Bedingungen er- 
fullt sein: 

1. Vertreter der gleichen Art) miissen unterschiedlich wirken 
kénnen. Denn bei verschiedenen Altersstufen oder Umweltsbedingungen 
sind verschiedene Vertreter verschieden wasserreich. 

2. Kinzelvertreter verschiedener Arten missen aufgefunden werden 
kénnen, die sich in der Wirkung nicht unterscheiden. 

3. Es muBs modglich sein, durch Verdiinnen oder Einengen der 
Lésungen die Anreger verschiedener Arten gleich wirkungskriftig 
zu gestalten. 

Wohl gelang es uns, Unterschiede zu finden bei Vertretern der 
gleichen Art verschiedener Altersstufen oder aus verschiedener Umwelt. 

Verglichen wir aber Einzelvertreter entfernt verwandter Kerbtier- 
arten, so lieben sich die Unterschiede nicht mehr durch verschiedenen 
Wassergehalt erklaren, sondern nur noch durch Wesensverschiedenheit 
der Anreger. Denn zwar gelang es uns, Anreger verschiedener Kerbtier- 
arten auf eine Farbvorstufe kiinstlich wirkungsgleich abzustimmen, 


nicht aber auf alle. 


' Blochs ,,Dopaoxydase™*. Wir lehnen diesen Namen aly; vygl. #1. Schmal- 
fuB, Fermentforschung 8, 8, Anm. 2, 1925. 

2 P. Mulzer ue. H. Schmaliug, Med. Klin. 27, lo99—I111lO, 1921. 

3 C. Opi nheimer au. R. Kuhn, Lehrbuch det Enzyme. Leipzig, Thieme, 
1927. S. 637. 

! Wir sprechen im folgenden kurz von ,.Anreger™ und setzen jeweils 
nur in Gedanken hinzu ..oder Gemisch von Anregern, mit Begleitstotfen 
oder ohne solche™. Dab vielfach neben einem hitzeunbestandigen Anteil 
ein hitzebestandiger Anteil. z. B. im Kerbtierblut. vorkommt, bewiesen 
wir: Fermenttorschung 8S, 124. 1924: vel. auch OG. Bertrand u. AM. Rosen- 
blatt, C. vr. 160, 1142—1145, 1910. Ferner soll und kann nicht entschieden 
werden, ob mehrere Anreger im verschiedenen Verhaltnis vorliegen. oder 
ob jeweils nur ein Anreger mit verschiedener Wirkungsart zugegen ist. 
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20) H. Schmaltub ou. H. Schmalfub: 


Nur wenn sich die Anreger verschiedener Tier- oder Pflanzenarte: 
threm Wesen nach unterscheiden, so kénnen sie, auf cine Farbvorstufe 
dem Grade nach kiinstlich wirkungsgleich eingestellt, fiir andere Farb- 
vorstufen wirkungsverschieden sein. 

Um das zu priifen, verfahrt man wie folgt: Zunachst macht man 
durch Verdiinnen oder Einengen die Anreger verschiedener  Arten 
gegentiber einer Farbvorstufe dem Grade nach wirkungsgleich. Dann 
laBt man jeden der Anreger auf eine Anzahl Farbvorstufen einwirken 

Nun vergleicht man die Anreger im Hinblick darauf, wie sie diese 
oder jene der Farbvorstufen dunkeln lassen (s. Tabelle 1). 


Tabelle I. 


Sechs eingestellte Anreger in Beziehung gesetzt zu ‘te einer 


Farbvorstufe. 











Fall 1. 
Anreger Anreger 1, Anreger 1 
dem Grade . 2\ Fart Anreger 2% Fart 
- ‘ ~s farb- . » “a i- 
nach kiinstlich 3~ os wirkungsgleich 3— So 
. eNO or- 
wirkungsgleich 4 yorars 3 auch regen 4 a ems fe? 
° - a) : . - 11@ «= 
abgestimmt aut 5 Farbvorstufe 2 ‘ 5 
Farbvorstufe 3 | i 6 i 
Die Anreger sind wesensgleich 
Fall 2. 
Aureger Anrecer 1 Anreger 5 
dem Grade 2 . 3 , 
: .* “arb- Anreger “arb- 
nach kiinstlich 3 NS Anrege 2 Farb 
: , vor- zunehmend . >vor- 
wirkungsgleich 4—- - , ‘ 6 > 
& 5 ke stufe3 wirksamer stufe 2 
abgestimmt auf ie 5 i 4 
Farbvorstufe 3 - 6 1 





Die Anreger sind wesensverschieden 


Sind die Anreger gleich, so miissen sie nicht nur wirkungsgleich 


sein gegentiber der einen Farbvorstufe, auf die sie vorher abgestimmt 


worden sind, sondern gegeniber allen Vorstufen (s. Tabelle I, Fall 1). 


Ist das nicht der Fall, so sind die Anreger verschieden (s. Tabelle I, 


Fall 2)'. 


Umgekehrt kénnte man auch fiir jeden der eingestellten Anreger 
die Farbvorstufen zu einer Reihe nach der erreichten Farbtiefe ordnen 


(s. Tabelle IT). 


' 1924 griindeten SchmaliuB und 


Werner aut diese Tatsache einen 


Nachweis fiir Spuren von 1-/)-3, 4-Dioxyphenyl-x-alanin in’ gesattigter 


Lésung von 1|-/)-4-Oxyphenyl-x-alanin. 
1924. 


Fermentforschung S, 423—427, 
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Tabelle I. 


Fint Farbvorstuten in Beziehung gesetzt zu je einem Anreger, 


wirkungsgleich abgestimmt auf Farbvorstufe 3. 


Anreger 1 und Anreger 2 sind wesensversehieden 














larb- l Farb- 4 
vorstufen Farb-| 2~\ vorstufen Farb-{ 1 
zunehmend vor- ) $-——>> Anreger 1 zunehmend  yor- | 3- > Anreger 2 
stirker stute | 4 stirker stufe | 5 
dunkelnd y 5 dunkelnd sy 2 
Farb- | 
vorstufen I: arb-| 2 
zunehmend_ vor- (3 » Anreger 3 
starker stute | 4 
dunkelnd = y 5 
Anreger 1 und Anreger 3 Anreger 2 und Anreger 3 
sind wesensgleich sind wesensverschieden 


Sind diese Reihenfolgen  ( Dunklungsreihen) fiir verschiedene 
Anreger verschieden, so sind auch die Anreger selbst) verschieden 


Auf diesem Wege lieB sich beweisen, dab die farbfordernden An- 
reger einiger untersuchter Kerbtierarten wesensverschicden sind. 


Die Dunklungsreihe der Farbvorstufen  beziiglich eines An- 
regers. gewinnt noch einen zweiten Sinn, wenn man den Anreger 
verdiinnt: Je weniger dunklungsbereit ein Glied der Reihe ist, um 
so friiher hért es auf, umgewandelt zu werden. wenn man_ fort- 
laufend  starkere Verdiinnungen des  Anregers  darauf — einwirken 
labt. 


Umgekehrt kann man die Anzahl der umwandelbaren Vorstufen 
dadurch vermehren (also die Dunklungsreihe der Farbvorstufen  ver- 
langern), daB man den Anreger anreichert durch Einengen des Saftes, 
z. B. des Kerbtierblutes. 


Wollte man fiir jede Farbvorstufe einen Anreger annehmen, der 
seinem Wesen nach, nicht seinem Verdiinnungsgrad nach, nur auf diese 
Farbvorstufe ansprechen kann, so kénnte Wasserrer/ust das Auftreten, 
Wasseraufnahme das Verschwinden besonderer Anreger vortéuschen. 
Weiter kénnte bei dieser Annahme die Anzahl solcher dem Wesen nach 
abgestimmter Anreger scheinbar beliebig vermehrt werden: man brauchte 
dem Anreger nur mehr und mehr geeignete Farbvorstufen anzubieten. 
Das kann man. weil die wesentlichen Gesetze fir den Bau geeigneter 


Farbvorstufen erkannt sind!. 


' H. Schmaliugp ue. W. Peschke, Ber. 62, 2591-2598, 1929. 
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2s? H. SchmalftuB u. H. Schmalfulb: 


Wir sagten zwar oben, daB es verschiedene Anreger gibt, sind abet 
der Ansicht, daB ein bestimmter Anreger nicht nur eine Farbvorstufe 
sondern alle Farbvorstufen der zugehérigen Bauart mehr oder minder 
leicht umwandeln kann. Wird noch feiner abgestimmt, so geschieht 
das z. B. durch Verdiinnen des Anregers oder der Farbvorstufe, durch 
Erhéhen des Sauerkeitsgrades, durch Vermindern des Sauerstoffs, 
durch die Wahl der Begleitstoffe, ihrer Mengen usw. Daher halten wir 
es nicht fir angingig, von einem Anreger der menschlichen Haut zu 
sprechen, der, wie Bloch! meint, seinem Wesen nach nur auf 1|-Dioxy- 
phenvlalanin ansprechen kann. Naher liegt es zu sagen: Der Anreger 
in der menschlichen Haut ist so verdtinnt, daB er von der Farbvorstufen- 
reihe nur noch die Endglieder, die am leichtesten dunkeln, angreift 
Aber auch dann darf man nicht sprechen von einem Anreger der mensch- 
lichen Haut, der seinem Verdtinnungsgrade nach nur auf l-Dioxyphenyl- 
alanin ansprechen kann. Denn all diejenigen geeigneten Farbvorstufen, 
die ebenso leicht dunkeln wie |-Dioxvphenylalanin oder gar leichter, 
miissen gleichfalls umgewandelt werden. Diese unsere Auffassung 
bewiesen wir, indem wir zeigten, daB auch Oxytyvramin Hautschnitte 
anfirbt und zwar ebenso stark und in der gleichen Weise wie |-Dioxy- 
phenylalanin ®. 

Bloch® hat trotzdem kiirzlich noch wieder versucht, den Anreges 
der Haut als besonders abgestimmt auf 1-Dioxyphenyvlalanin hinzu- 
stellen: er zeigte namlich, dab d-Dioxyphenylalanin Hautschnitte 
weniger stark dunkeln 1aBt. Dadurch ist aber nicht etwa bewiesen. 
dal} der Anreger besonders hochgradig abgestimmt ist auf einen links- 
drehenden Stoff das ebenso dunklungsbereite Oxytyvramin dreht 
iiberhaupt nicht — , vielmehr ist damit nur gezeigt, daB d-Dioxy- 
phenylalanin in der Dunklungsreihe der Farbvorstufen hinter dem 
l-Dioxvphenyvlalanin zuriicksteht. 


Versuchsteil. 


Dunkler Farbstoff kann entstehen. wenn Anreger, Farbvorstufe. 
Wasser und Sauerstoff bei geeigneten Sauerkeits- und Warmegraden zu- 
sammenwirken. [In der vorliegenden Arbeit werden nur geandert : Anrege 
und Farbvorstufe. und zwar sowohl nach Art wie nach Menge’. Wir 
benutzten die Anreger aus dem Blut sieben verschiedener Kerbtiere. Das 
Blut verarbeiteten wir zu Priifstreifen®. 


' Zusammentassende Darstellung von 2B. Bloch siehe J. Jadassohn, 
Handb. der Haut- und Geschlechtskrankheiten I, 1. Berlin, Springer, 1927. 
2 P. Mulzer uu. H. SchmaliuB, Med. Win. 27, 1099—1110, 1931. 

3B. Bloch u. F. Schaaf, Klin. Wochenschr. 11, 10—14, 1932. 

' Die verschiedene Warmeempfindlichkeit der Anreger lieB sich auch 
benutzen, Unterschiede aufzudecken; Fermentforschung 8, 86—115, 1924. 

5 Vol. H. SchmaliuB u. H. Barthmeyer, Mikrochem. 8, 248—249, 1930. 
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Tabelle LIT. 


Untersuchte Kerbtiere!. 





Ordnung Familie Art Entwicklungsgrad 
Orthoptera Blattidae Periplaneta americana L. Larve 
Gradtlaigler Schaben Gr. amerik. Schabe 

Tenebrionidae Tenebrio molitor L. Larve 
Schwarzkiafer Mehlkafer 
Coleoptera Chrysomelidae Agelastica alni L. Geschlechtsreifes 
Kafer Blattkifer Erlenblattkafer Tier 
Dytiscidae Dytiscus marginalis L. Geschlechtsreites 
Schwimmkifer Gelbrandkafer Mannchen 
Hymenoptera Vespidae Vespa germanica I, Arbeiterin 
Hauttligler Wespen Deutsche Wespe 
Cossidae Cossus cossus L. Raupe 
Lepidoptera Hulzbohrer Weidenbohrer 
aie Pieridae Pieris brassicae L. Raupe 
Weiblinge Gr. Kohlweibling 


Herstellen der Priifstreifen. 


Das RiickengefaB stechen wir in tiblicher Weise mit einem spitzen 
Glasstab an: Bei Raupen und Waferlarven? zwischen zwei Leibesringen ; 
bet Katfern und Schaben zwischen dem ersten und zweiten Riickenschild 
des Brustabschnittes, wenn mdéglich bei sertwarts gelegten Fligeln; bei 
Hautfliiglern zwischen dem ersten und zweiten Ring des Hinterleibes. 
Hier mubBte besonders flach und vorsichtig eingestochen werden, damit der 
Kropf nicht verletzt wurde. An die Wunde fiihrten wir cin Haarréhrchen. 
Es fillte sich schnell mit Blut. Bisweilen war es giinstiger, die Tiere mit 
einem maig spitzen Haarrélirchen anzustechen. 

Um Streifen mit abnehmendem Blutgehalt zu bekommen, verdiinnten 
wit mit Wasser oder mit Ringerlésung*® aut das Doppelte, das Vierfache, 
das Achtfache usw. Dazu verwendeten wir ein geeichtes Haarrohr. Beim 
Verdiinnen ist Eile geboten, weil das Blut sonst dunkelt und gerinnt. Die 
Priifstreifen wurden in tiblicher Weise hergestellt4, doch verwendeten wir 


vehirtetes FlieBpapier§, wenn nur wenig Blut zur Verfiigung stand. Auf 
dem geharteten FlieSpapier zerlauft die Fliissigkeit weniger. Noch stark 


verdiinntes Blut gibt scharf begrenzte, gleichmaBig mit Blut getrankte 
Flachen auf dem Priifstreifen, die sich nachher etwas starker anfarben. 
Bezogen auf gleiche Flachen des Streifens fordert gehartetes Flies papier 


1 Die Anreger aus Erlenblattkaéfer, Gelbrandkafer, Weidenbohrer 
und Wespe wurden zum ersten Male mit Hilfe der Priifstreifen untersucht. 

2 Entnimmt man z. B. dem Mehlwurm im Abstand von 10 Minuten 
zweimal die mégliche Menge Blut, so reicht die Cresamtmenge tir etwa 
120 Streifen von Imm Breite. 

3 Wenn das Blut zum Flocken neigte. Ringerlésung: 0.1 ¢@ NaH COs, 
0.075 ¢ KCL 6g NaCl, 0.1 g CaCl, (wasserfrei) in reinem Wasser zum Liter 
gelost. 

4 Vel. H. SchmaljuB u. H. Barthmeyer, Mikrochem. 8, 248-249, 1930. 

5 Schleicher d& Schill, 575. 








2st H. SchmalfubB u. H. Schmaltul : 


nur etwa die halbe Blutmenge wie gewObnliches Papier!. Dabei darf maz 
das Haarrohrchen langsamer uber das FlieBpapier tuhren. Die Streifer 
nut gehartetern FlieBpapier dunkeln in Verdtinnungsrethen etwas gleich 
mabkiger. Sind reichliche Mengen des Blutes vorhanden und braucht das 
Blut nicht stark verdiinnt zu werden, so gentigt das gewOhnliche billigers 
Flieb papier. 

Die Abb. | zeigt den Unterschied der beiden Papierarten. 





Priifstreifen aus gehirtetem Flietipapier. 


Abb. 1. Anreger aus: Tenebrio molitor L. (1/, Blutgehalt) 
Farbvorstufe: 1-3-3, 4-Dioxyphenyl-e-alani? 


Tabelle IV. Untersuchte Farbvorstuten. 


(In Wasser. wo nétig, in Puffer? gelést.) 





Ol ]- 3-3, 4-Dioxyphenyl -@-amino- 
1 OH CH... CHCNIL) COOH propionsaure — (Dioxypheny! - 
2 2 alanin). 
(Chem. Werke (Grrenzach.) 


|-3-p-Ox yphenyl-@-aminopropion- 
saure (‘Tyrosin). 

(Merck, Darmstadt, viermal ans 
Wasser umkristallisiert.) 


2. OH CHy. CH (NH) COOH 


OH 3-3, 4-Dioxyphenyl-athylamin- 

' hydroehlorid. 

3. OH CH, .CH,.NH,.HCI (‘f. : imiis. eon Or. 
A. Heider aus der entsprechen- 
den Dimethoxyverbindung ; die 
Dimethoxyverbindung — erhiel- 
ten wir ven Prof. Dr. A. Aind- 
ler, Hamburg. wofiir wir ihm 
danken.) 

3-4 - Oxyphenylathylamin-hydro- 
chlorid. 


4. OH CH,—CH,—NH, . HCl [F269 (korr.).] 


1 Schleicher d& Schill, 597. 


* Phosphatputfer nach Sdérensen: 5000 comm, 15 Na, HPO, 1406 com 
m 15 KH,PO,: siehe #. Mislowitzer: Die Bestimmung der Wasserstoft- 
ionenkonzentration von Fliissigkeiten. Berlin, Springer, 1928. {[H'™] nach 


Rechnung 10-785 \ 10-74, 
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Tabelle IV (Fertectauns). 





5. OH 
6. JOH 
7. OH 
8. OL 
9. OH 
10. OH 
11. HO 
12. HO 
13. HO 
14. HO 
15. HO 
16. HO 


OH 


OH 


OH 


OH 


Ho 


J 


CH 3-3, 4-Dioxyphenyl-N-methyl- 
ithyl-aminohydroeehlorid (Ep 

CH,—CH,—NH. HC] nin) 
(F. 179—180°;  dankenswerter- 


weise zur Verfiigung gestellt 
von Prof. Dr. A. Avndler, 
Hamburg: hergestellt nach 
k Kindle) u. W. I* s¢ Nike 9 Arch. 
d. Pharm. 270, 349, 1932.) 


-3, 4- Dioxyphenyl-3-oxy-athyl- 
CHOH-CH,-NH,[,.(COOHD), ,,2nexalat. 

: i * (Zersp. 175"; dankenswerterweise 
zur Vertiigung gestellt von 
Prof. Dr. A. Avndler, Hamburg; 
hergestellt nach A. Aindler. 
Arch.d. Pharm. 269, 603, 1931.) 


CH, }-3, 4-Dioxyphenyl-3-oxv-N-me- 
thyl-athylamin-hydrochlorid. 


CHOH—CH,- NH. HCI 


}-3, 4-Dioxyphenyl--keto-ath yl 
; aminhvdrochlorid. 
CO-CH,-N Hy. HC] als Hydro- a, 24 
. . . : (Zersp. 242": dankenswerterweise 
chloride in age : 
Stieueee zur Verfiigung gestellt yon 
asse > -. 
siatedesian Prot. Dr. A. Kindler, Wamburg ; 
ersuc " . ° 
weil di , hergestellt nach A. Avndler, 
. e ge 
: ‘ Arch. d. Pharm. 269, 606, 1932.) 
freien Ba- 


( Il. sen nieht 3-3, 4-Dioxyphenyl-3-\eto-N-me- 
loslich sind. thyl-athyvlamin-hydrochlorid. 

(Zersp. 241°; dankenswerterweise 

zur Verfiigung = gestellt von 

Prot. Dr. A. Kindler, Hamburg: 

hergestellt nach A. Avndler. 

Arch. d. Pharm. 269, 605, 1932.) 





CO-CHy-NH.HCI 


Chlorogensaure. 


CH-CH-COO.C, H. (OH). COOH [F. 210° (korr.).] 
Y.& KOrr.). | 


4-Oxy-benzoesaure. 


COO RY" 
- |F. 213° (korr.).] 
3, 4- Dioxy - hbenzoesaure Prote 
COOH catechusaure). 


| IF. 199° (korr.). | 


: ’ 4-Oxyphenyl-essigsiiure 
—CH,—COOH [F. 148° (korr. ).] 
3, 4-Dioxyphenyl-essigsaure. 
[F. 130° (korr.). | 

3-4-Ox yphenyl-propionsaure. 


| F. 129—130. | 


CH,—COOH 


—CH,—CH,—C OOH 


3, 4-Dioxyzimtsaure (Kattee- 
CH—CH—COOH siture). 
[F. 199° (korr.).] 
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Herstellen der Lésungen. 


Die Farbvorstufen mit Wasser oder Puffer! zu om 450 Gehalt gelést 
bildeten die Stammildésungen. Von ihnen ausgehend stellten wir die Ver 
diinnungsreihen her, indem wir jeweils die Halfte mit Wasser oder mit 
Putter auf das Doppelte verdiinnten. Das Endglied der Reihe ist die 13. Ver 
diinnung mit einem mm, 1843200-Gehalt?. Im Gegenversuch verwendeten 
wir reines Wasser oder Puffer. Getrennte Einwaagen und, soweit dienlich, 
auch andere Priifstreifen machten die Reihen voneinander unabhiangig. 

5 cem-Glasst6pselflaschen wurden griindlich gereinigt, mit Lackmus 
auf Freisein von Séure und Base gepriift und getrocknet. Zu jeder Ver 
diinnungsreihe gehérten 14 Flaschen. Die letzte Flasche enthielt zur Gegen 
probe nur Wasser oder Puffer. In jeder Flasche mit 1 cem Lésung lagen 
bis zu vier Priifstreifen, jeder kenntlich an seiner Lange. Die Flaschen 
blieben jeweils 3 Tage im Warmeschrank bei 33 bis 38°. Nach dieser Zeit 
waren die Priifstreifen meist mehr oder weniger stark gefarbt. Wir nahrnen 
sie aus den Flaschen, spiilten sie mit Wasser und klebten sie der Reihe 
nach auf. 


Wir maBen die Farben nach den Ostwaldschen Farbtafeln.  Innerhall 
einer Verdiinnungsreihe anderten sich die Farbténe fortlaufend. — Doch 
lieBen sich stets mehrere Priifstreifen zwanglos zu einer Farbgruppe zu- 
sammenfassen. 

Ergebnisse. 
1. Ein Anreger lapBt mehrere Farbvorstujen dunkeln. 

Aut Grund friiher gefundener® GesetzmaBigkeiten tiber den Bau von 
Farbvorstufen wahlten wir 16 gréBtenteils noch nicht gepriifte Farbvorstufen 
geeigneten Baues und boten sie dem Anreger aus Mehlwurmblut, Tenebrio 
molitor L., an. Samtliche Farbvorstufen dunkelten (s. Abb. 2). 

2. Weder farbférdernde Anreger noch Farbvorstufen lassen sich nach ihrem 
Wirkwert zu allgiiltigen Reihen ordnen. 

Wir wiahlten sieben Anreger aus verschiedenen Kerbtieren und acht 

Farbvorstufen (s. Abb. 2). 

Um zunichst die Anreger gegeneinander wirkungsgleich auf m_ 450) 

1--3, 4-Dioxyphenyl-z-alanin abzustimmen, legten wir den = schwiichst- 
f YI : £ 

wirkenden Anreger zugrunde, also den aus Vespa germanica F., unter der 

vorlaufigen Annahme, dai er der verdiinnteste sei. Dann verdiinnten wir 

jeden anderen Anreger so lange, bis er nur noch ebenso grau anfirbte, wie 

der aus Vespa germanica F. Den Anregerverdiinnungen ordnen wir Zahlen zu. 

Gleich grau farben an: 


' Phosphatputter nach Sérensen: 5600 c¢em m_ 15 Na,H PO, + 1406 com 
m 15 KH,PO,; siehe FE. Mislowitzer: Die Bestimmung der Wasserstofft- 
ionenkonzentration von Fliissigkeiten, Berlin, Jul. Springer 1928; [H’ | nach 
Re chnung 10-755 J 107 74, 

2 Der Fehler. der durch diese Art des Verdiinnens entstehen kann, 
ist geringer als die Fehlerbreite der Farbtiefe unserer Priifstreifen. 

3-H. Schmalfug, Fermentforschung 8, 1—41, 1924; vgl. auch H. Schmal- 
fuB u. H. Werner, Zeitschr. f. indukt. Abstammungs- und Vererbungslehre 
41, 285—358, 1926. 
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Ta bel le V. 





\nreger aus Verdiinnung Zugeordnete Zahl 

Vespa germanica F-., Pe l 
Deutsche Wespe 

\gelastica alni L., ts 2 
Erlenblattkifer 

Pieris brassicae I... ae 3 
Kohlweiblingrau pe 

Periplaneta americana L., t/, bis "4 4 
Amerikanische Schabe 

Dytiscus marginalis L., My 5 
Gelbrandkater 

Cossus cossus_I.., Liss 6 
W eidenbohrerraupe 

Tenebrio molitor L.. 1/56 7 


Mehl wurm 


a) Die Wirkrethen der Anreger sind fiir verschiedene Farbrorstuten 
verschiede n”. 

Nun priiften wir, ob diese Verdiinnungen der Anreger auch fiir dik 
iibrigen Farbvorstufen wirkungsgleich sind. Das war nicht der Fall. Daher 
ordneten wir die Anreger in Reihen, Jeweils mit dem wirksamsten Anrege1 
beginnend (Wirkreihen). Gleich wirksame Anreger sind durch eine eckige 


Tabelle Vi. 





Wirkreihen der abgestimmten Anreger. 
‘eine Farbbilk rt 
Farbvorstufe Wirkreihe motne — sildung 
|-3-3, 4-Dioxy phenyl-¢-alanin (7; 6; 5; 4; 3; 2; 1] 


kiinstlich 
wirkungsgleich abgestimmt 
[7: 6: 5] 4: 3:2; 1 
wirkungsgleich 


4 —»7> (1:6; 5:3: 2] 


1-4-Oxyphenyl-¢-alanin 


3, 4-Dioxy phenyl-essigsiure 


eet 


bias "es Ye wirkungsgleich 
4-Oxyphenyl-essigsiure $52 Ds 4-332: 3 
3, 4-Dioxyphenyl-propionsiure 4 136; Os 3; 23 1 
1 U 
4-Oxyphenyl-propionsiure 43°93 Os 4: B38; 4 
3, 4-Dioxv-benzoesiure 4 7:6:5:3:2:1 
a: Ue 
3, 4-Dioxy-zimtsiiure 4 » {5;'7; 6; 1] S32 
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\lammer zusammengetaBt. Die runden Klammern fassen gleich wirksame 
Verdtinnungen je eines Anregers zusammen. Hier ist das Grebiet des Dunkelns 
nehr auseinandergezogen, hat also das Verdiinnen weniger EintluB auf das 
Abnehmen der Farbtiefe als bei anderen Anregern. 

Die Wirkreihen der abgestimmten Anreger sind tiir) verschiedene 
Farbvorstufen verschieden (s. Tabelle VI). 

Besonders auffallig ist das bevorzugte Umwandlungsvermogen des 
\nregers 4 aus der Schabe fiir die Stickstoff-treien Dioxyverbindungen 

Bedeutend sind ferner die Unterschiede der Reihenfolgen bei den 
Anregern z. B. fiir Mehlwurm ! , und Weidenbohrerraupe ! , gegeniiber 
$-Oxyphenyl-z-alanin (Tyrosin) und 4-Oxyphenylessigsaure oder 3, 4-Dioxy 
phenyvl-propionsaure; ferner fiir amerikanische Schabe ' , und Grelbrand 
kaifer ?., gegentiber 4-Oxvphenyl-z-alanin und 3, 4-Dioxyvphenyl-essigsiiure 


(s. Abb. 3). 


Tenebrio Cossus Penebrio Cossus 
molitor L. cossus L. moliter L cossus L. 


m3 .600 


Tyrosin 


Oxyphenyl- 


essigsaure 


Oxyphenyl- 


essigsaure 


m1. 800 m3. 600 


Tyrosin Tvrosin 
Dioxy- Dioxy- 
phenyl- phenvyl- 
propion- propion 
saure saure 





m 450 m 450 


Tyrosin Pyrosin 


Dioxyphenylpropionsiure Dioxyphenylessigsaure 





Periplaneta Dvstiseus 
americana L.  marginalis L 


Abb. 3 
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Die umgekehrte Betrachtungsweise : 
b) Die Dunklungsreihen der Farbvorstujen sind verschieden fiir 
verschiedene Anreger. 


Ergibt dasselbe. Sie eriibrigt sich daher. 


3. Verdiinnen des Anregers vermindert, Einengen vermehrt die Anzahl der 
umuandelbaren Farbvorstuten. 
a) Verdiinnen. Aus Abb. 2 ergibt sich: 
1. Kine bestimmte Verdiinnung eines Anregers JaBt verschiedens 
Farbvorstufen verschieden leicht dunkeln. 
2. Je mehr man einen Anreger verdiinnt, um so weniger Farbvorstufen 
laBt er dunkeln. 


Ordnet man zu jedem der beiden Punkte die Farbvorstufen zu Reihen, 


beginnend mit der leichtest dunkelnden, so entstehen Dunklungsreihen. 


Dabei zeigte sich: Die beiden Dunklungsreihen sind innerhalb der Fehler 
grenzen gleich. 


Um zu vereinfachen, ordnen wir den Farbvorstufen Zahlen zu: 


Tabelle VII. 


1-3-3, 4-Dioxyphenyl-z-alanin l 
1-)-4-Oxyphenyl-x-alanin 2 
3. 4-Dioxyphenyl-essigsaéure 3 
4-Oxyphenyl-essigsiure 4 
3, 4-Dioxyphenyl-propionsaure 5 
4-Oxyphenyl-propionsaure 6 
3, 4-Dioxy-benzoesaure 7 
3. 4-Dioxy-zimtsaure Ss 


Tabelle VIII. 


Dunklungsreihen der Farbvorstufen. 





Nr. Anreger aus Verdiinnung Farbvorstufenreihe 
I Vespa germanica F., , 1 
Deutsche Wespe Wy bis 1), 1:|3 
2 Agelastica alni L.., 14g bis 1/, 1 
Krlenblattkafer 1’, bis ¥/, 1;\3 
3 Pieris brassicae L., 1, bis 3), 1; 3 


KohlweiBlingraupe 


4 Periplaneta americana I.., a ET i: oF: 3 
Amerikanische Schabe t}, 1: 8:3 
1 ; 2. Bs.) hee F 
4 Lb; Bs3; | OPS. 
1 bis ! i; OB: 3; 3: 7 











tur 
let 
sie] 


der 


un 


Mi 
da 
iil 

bh 
Th 
O; 








fur 


der 


“The 


fen 








Uber das Abgestimmtseimn von Anregern. PQ] 


Tabelle VILL (Fortsetzung). 











Nr Anreger aus Verdiinnung Farbyorstufenreihe 
5 Dytiscus marginalis L.., 8 1 
Gelbrandkifer ar bs:| 483 8) 
‘/, bis */, lL; (2: 3)| 8 
6 Cossus Cossus ics 1 “4 Ll: 2 
W eidenbohrerraupe ‘so bis */,, 1; 2;|3 
ae 1; 2: 3:\8; 5: 7*; 4 
Ml bis l, 1: 2: 3:8: 5 7:4 b 
7 Tenebrio molitor L.., liso bis '/y¢ 1; (2; 3) 
Mehlwurm ar 1: (2; 3) 8; 4 





* Der Wert ist nur erschlossen, aber mit ausreichender Genauigkeit 


Ist die Dunklungsbereitschaft zweier Farbvorstufen innerhalb der Fehlergrenze gleich 
so sind die Farbvorstufen, wenn notig, durch eine Klammer zusammengefalit. 


Was in der letzten Spalte iiber und rechts der Grenzlinie steht, ist die Dunklungsreihe 
fiir abnehmende Verdiinnung des Anregers Die unterste Zahlenreihe jedes Absehnitts der 
letzten Spalte ist die Dunklungsreihe der Farbyorstufen fiir unverdiinntes Blut. Wie man 
sieht, stimmen die beiden Dunklungsreihen jeweils iiberein. Durch fortlaufendes Verdiinnen 
der Anreger wird vom hinteren Ende der Dunklungsreihe Farbvorstufe um Farbvorstufe ab 


geschlagen. 


Die Dunklungsreihen haben also einen doppelten Sinn: 

l. Je weiter vorn in der Dunklungsreihe eine Farbvorstufe steht. 
um so tiefer dunkelt sie bei gleichem Verdtinnungsgrad des zugehoérigen 
Anregers. 


2. Je weiter vorn in der Dunklungsreihe eine Farbvorstute steht. 
um so eher dunkelt sie, wenn man von unendlicher Verdtinnung des zu 
gehoérigen Anregers zu geringeren Verdiinnungen autsteigt. 


b) Einengen. Ist ein Anreger auBerstande, eine schwer dunkelnde 
Farbvorstufe dunkeln zu lassen, so kann das zwei Criinde haben: 1. Der 
Anreger ist zu verdiinnt. Dann niitzt Anreichern. Oder 2. der Anreger ist 
seinem Wesen nach unfahig. die Farbvorstufe dunkeln zu lassen. Dann 
nutzt auch Anreichern nichts. 


Beispiel zu 2.) Gewohnliches Schabenblut) kann 1--4-Oxyvphenyl- 


z-alanin nicht umwandeln, wohl aber stark eingeengtes Blut. 


Versuch. Das Blut laBt sich. selbst bei niederem Warmegrad unter 
Minderdruck, nicht in tiblicher Weise einengen. weil es bald gerinnt und sich 
dann in einen festen Anteil und einen diinnen wasserigen scheidet. Deshalb 
ibertrankten wir kleine Priifstreifen vollstandig und mehrtach mit Schaben 
blut und trockneten sie jeweils schnell tiber Phosphorpentoxyvd. | Ein 
maliges Tranken geniigte noch nicht. den Schwellenwert tir m 450 1-5-4 
Oxyphenyl-z-alanin zu iiberschreiten, wohl aber mehrmaliges Chertranken, 
wie Abb. 4 zeigt. 
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Entsprechendes laiBt sich fiir fast alle Anreger aus Abb. 2 entnehmen 
wenn man beim Betrachten von den gréBten Verdiinnungen zu den geringere: 
autsteigt. 








Abb. 4. 
Die Priifstreifenstiickchen sind zerschnitten. Das linke jeweils mit 1-3-4-Oxvphenylalanin 
3 Tage behandelt bei 38°, das rechte zum Vergleich mit Wasser (ein dunkler Punkt im 
rechten Stiick ist das Loch fiir den Aufhingefaden). Die Zahlen geben an, wie oft die 
Stiickchen mit Schabenblut getrankt worden sind. Versuch und Gegenversuch sind jeweils 
gemeinsam auf einem Stiick Fliefipapier aufgeklebt. 


/. Unite rschiede de r harbiorde rnde ” Anrege r homie ” FOr he i le rtretern dey 
gleichen Art. 

Es blieb zu priifen. wie weit sich die Ergebnisse verallgemeinern lassen. 
Deshalb untersuchten wir Einzelvertreter der gleichen Art. die verschiedenen 
Umweltsbedingungen entstammten, oder die verschieden alt waren. 

a) Zwei Tiere aus verschiedenen Umueltshedingungen. Zwei Tiere 
einer Art kénnen trotz gleicher Versuchsbedingungen die Priifstreifen 
verschieden tief anfairben. Zwei ungleich grobe Raupen des Weidenbohrers 
von verschiedenen Fundorten ergaben Priifstreiten verschiedenen Wirkungs 
grades: Priifstreifen mit ',, Blutgehalt der e/nen Raupe wurde durch 
m 450 Lésung von 1-/)-3, 4-Dioxyphenyl-z-alanin noch deutlich brauntich 
gefarbt; Streifen mit ' 4. Blutgehalt der anderen Raupe aber nicht mehr. 
Bei der e/nen Raupe wurden die Streifen mit unverdiinntem Blut noch von 
einer m_ 1843 200-Lésung von |-//-3, 4-Dioxyphenyl-z-alanin grau gefarbt. 
wahrend Streifen mit dem unverdiinnten Blut der anderen Raupe schon 
in einer m 460800-Lé6sung nicht mehr gefarbt wurden. Ahnliches beob 
achteten wir! beim Mehlwurm in verschiedenen Jahren. 

Unterschiede der farbftérdernden Anreger kommen vor: 

bh) Bei ein und de mselben Tie r in ve rschiedenen Lebhe nsaltern, Auch 
das Alter der Tiere spielt eine Rolle. Streifen von einer Weidenbohrerrauy 
vor und nach 1! ,smonatigem freiwilligem Hungern (vor dem Verpuppen) 


' Vel. H. SchmalfuB au. H. Barthmeyer, Mikrochem. 8, 248—249, 1930: 
H. Schmalfup ou. H. Werner, Fermentforschung S, 122, 1924. 
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interschieden sich merklich, Obwohl beide Streifen etwas gleich schnell 
ach der Entnahme des Blutes gepruft wurden'. Die Streifen mit ' ,, Blut 
ehalt aus der jungen Raupe wurden durch m 450 1-3-3, 4-Dioxypheny! 
.alanin nur schwach braunlich grau gefarbt. wahrend die entsprechenden 
wus der verpuppungsreiten Raupe dunkelbraun wurden. 

Hierbet andert sich jedoch nicht die Danklungsreihe der Farbvorstufen 


egentiber dem Anreger. Man ist daher nicht gezwungen anzunehmen, 
laB hier wesensverschiedene Anreger vorliegen, sondern der verschiedene 
(rehalt reicht aus, die Unterschiede zu erklaéren. Denn die Raupe wat 
sichtlich geschrumptt. Sie hatte kein Wasser mehr aufgenommen, aber 
reichlich abgegeben. Dadurch war der Anreger verhaltnismabig wirk 


krattiger geworden. 

Ahnliche — geringe ~ Unterschiede gegentiber — 1-/)-3, 4-Dioxypheny!l 
zalanin und 1-/-4-Oxyphenyl-x-alanin zeigten sich zwischen mannlichen 
und weiblichen Raupen, Puppen und Schmetterlingen ein und derselben 
Rasse und verschiedener Rassen des Schwammspinners, Lymantria 
dispar L.*. Es ist aussichtsreich, zu versuchen, ob sich das Priifvertahren 
so verfeinern abt, daB es zum Unterscheiden von Creschlechtern und von 
Rassen dienen Kann. 


Wie die Dunklungsbereitschaft der Farbvorstufen von ihrem Bau 
abhangt, soll erst spater aus den Versuchen dieser Arbeit geschlossen werden. 


Zusammenfassung. 

lL. Beschleuniger nennen wir einen Stoff oder ein’ Gemisch von 
Stotfen, fahig, einen oder mehrere Vorginge zu beschleunigen, die 
freiwillig ablaufen, wie das Dunkeln von Farbvorstufen mit mehr 
als einer OH-Gruppe am Benzolkern. 

Ausloser nennen wir einen Stoff oder ein Gemisch von Stoffen, 
fahig, einen oder mehrere Vorgiéinge auszuldsen. die nicht treiwilliqg 
ablaufen, wie das Dunkeln von Farbvorstufen mit einer OH-Gruppe, 
doch ohne Stickstoff unmittelbar am Benzolkern. 

Anreger ist der gemeinsame Oberbegriff fiir Beschleuniger und 
Ausléser. 

2. Auf Grund erkannter Gesetzmabigkeiten tiber den Bau der 
Farbvorstufen werden eine Reihe von Stoffen ausgewahilt. farbfordernden 
Anregern aus Kerbtieren angeboten und in dunkle Farbstoffe um 
gewandelt. Die Anzahl der gepriften) Farbvorstufen und Anreger 
wurde erweitert. 

3. Weder farbfordernde Anreger noch Farbvorstufen lassen sich 
nach ihrem Wirkwert zu allgiiltigen Reihen ordnen. Die Wirkreihen 

' Die Streifen halten sich kithl, dunkel und trocken autbewahrt wenig 
stens 13 Monate lang: H.Schmalfup ou. H. Werner. Zeitschr. tf. indukt. 
Abstammungs- und Vererbungslehre 41, 318, 1926. Ein Unterschied von 
1 bis 2 Tagen spielt demgegeniiber keine Rolle. 

2 Herrn Prof. 2B. Klatt verdanken wir die wertvollen reinen Rassen 
von Lymantria dispar L.. dem Schwammspinner. 





2O4 H. SchmaltuB u. H. Schmaltub. 


der Anreger sind fiir verschiedene Farbvorstufen verschieden. — Die 
Dunklungsreihen fiir verschiedene Farbvorstufen sind fiir verschieden: 
Anreger verschieden. Demnach miissen farbf6rdernde Anreger einige: 
untersuchter Kerbtierarten wesensverschieden sein. 

4. Verdiinnen eines Anregers vermindert, Einengen vermehrt dic 
Zahl der umwandelbaren Farbvorstufen. Demnach haben die Dunklungs- 
reihen der Farbyorstufen einen doppelten Sinn: 

a) Je weiter vorn in der Dunklungsreihe eine Farbvorstufe steht 
um so tiefer dunkelt sie bei gleichem Verdiinnungsgrad des zugehérigen 
Anregers. 

b) Je weiter vorn in der Dunklungsreihe eine Farbvorstufe steht 
um so eher dunkelt sie, wenn man von unendlicher Verdiinnung des 
zugehorigen Anregers zu geringeren Verdiinnungen aufsteigt. 

5. Unterschiede im Gehalt an farbférdernden Anregern kommen 
vor bei Vertretern der gleichen Art; und zwar bei Kerbtieren unter 
verschiedenen Umweltsbedingungen sowie bei demselben Kerbtier in 
verschiedenen Lebensaltern. 


Der Hamburgischen Universitdtsgesellschaft, der Hamburgischen 
Wissenschaftlichen Stiftung und der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft danken wir fiir die Beihilfe zu dieser Arbeit. 
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Uber Tabakchemie. I. 


Von 
P. Koenig und W. Dorr. 


Arbeiten aus dem Tabakforschungsinstitut fiir das Deutsche Reich in 
Forchheim bei Karlsruhe (Baden).} 


(Eingegangen am 15. Mai 1935.) 


Polyphenolkérper. 


Durch die Arbeiten von A. Schmuck! wurde vor einiger Zeit die 
ufmerksamkeit auf diese im Tabakblatt vorkommende Koérpergruppe 
gelenkt. In der sogenannten ..Schmuckschen Zahl’ (Verhaltnis von 
Kohlenhydrate EiweiB) sind die Polyphenole nicht erfabt, aber in 
einer weiteren Qualitatszahl, der ,,Polyphenolzahl, spielt der Gehalt 
an Polyphenolen eine gewisse Rolle. Dabei ist zu bemerken, daf nicht 
die absolute Menge an Polyphenolen fiir die Qualitét maBgebend ist, 
sondern das Verhaltnis von Polyphenolen zum Gesamtreduktionsver- 
mégen. Steigende Polyphenolzahlen vermindern die Qualitit. 

Die Cherpriifung der GréBe der Schmuckschen Zahl bei den Forch- 
heimer hellsten, besonders bei den nach dem Verfahren der Rohren- 
trocknung gewonnenen Tabaken erbrachte analytische Ergebnisse, die 
durchaus den Angaben der russischen Forscher entsprachen. Bei der 
geschmacklichen Prifung aber konnten so grobe Qualitatsunterschiede 
der hellen Tabake, wie sie die Russen aufzeigten, nicht festgestellt 
werden. Da deren Verfahren der quantitativen Bestimmung der Poly- 
phenolkérper uns keineswegs befriedigte, versuchten wir die Auf- 
klarung dieser Korpergruppe weiter zu férdern. 

Die russischen Forscher*, die in letzter Zeit fast alle bekannten organi- 
schen Bestandteile des Tabaks einer Priifung unterzogen und dabei jede 
Koérpergruppe auf ihren EinfluB beziiglich Geschmack und Geruch unter 
sucht hatten, unternahmen es, auch einzelne Koérper dieser Gruppe niher 
zu kennzeichnen. Es gelang ihnen, Kaffeesdure abzuscheiden. Weitere 
Isolierungen von Kérpern miBlangen, obwohl sie ahnlich wie Emde*® ver- 
muteten, daB die Kaffeesiure ein Bestandteil der Chlorogensaure set. 


' Krasnodar 1927, Heft 33. 
2 Ebenda 1931, Heft 69. 
Naturwiss. 18, 23, 539, 1930; Apotheker-Ztg. 47, 1418, 1933. 
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Da die genannten Forscher von einem, gegeniiber dem unserige: 
vollig verschieden zusammengesetzten Material ausgegangen sind, mul3t 
bei der Nachpriifung ihrer Angaben die Methodik haufig geandert 
werden, so da sich das praparative Arbeiten auBerordentlich lang- 
wierig gestaltete. Vielfach zeigten sich die Kérpergruppen so komplex 
gebunden, das sich scharfere Trennungen vorerst als unméglich ¢1 
wiesen. Durch die Anwendung von rein organischen Lésungsmitte!); 
konnten kaum Fortschritte erzielt werden. 

Bei der Untersuchung der durch mannigfaltige Art voneinande: 
getrennten Riickstiinde zeigte es sich nun, daB immer in der Gruppe, in 
der die Polyphenole vorhanden sein muBten, je nach der Behandlung 
ganz eigenartige stark riechende Zersetzungsprodukte auftraten. Daher 
versuchten wir zuerst, diese geruchbildenden Koérper naiher zu erfassen 
Es stellte sich dabei heraus, da die Hauptmasse dieser Koérper im 
Bleiacetatniederschlag enthalten war. Schon in wenig§ gereinigten 
Bleiacetatniederschligen konnte Kaffeesdure nachgewiesen und identi 
fiziert werden. Das Suchen nach dem Partner der Kaffeesaiure, de 
Chinasiure, blieb lange Zeit ergebnislos. Erst in besonders gewonnenen 
Ausziigen gelang deren Nachweis. Fir auBerst wichtig hielten wir. 
ebenso wie die anderen Forscher, das Ursprungsmaterial der beiden 
genannten Sauren, die Chlorogensdiure, nachzuweisen. Obwohl di 
Farbreaktionen, die mit den Extraktionen angestellt wurden, vor 
handene Chlorogensaiure anzeigten, gelang uns lange Zeit nicht deren 
kristalline Abscheidung. Der Reinigungsgang mute daher so geleitet 
werden, daB die gesuchte Chlorogensiure bzw. deren Abkémmling: 
in Lésung gebracht, dabei aber allzu groBe Verunreinigungen des Blei 
acetatniederschlags vermieden wurden. Nach einer Vorreinigung des 
feingepulverten Materials mit Petrolither und Ather stellten wir methy'- 
alkoholische Ausziige her und nahmen darin die Bleiacetatfallung vor 
Die mit Schwefelwasserstoff entbleite Lésung ergab, mit Schwefelsiur 
angesiuert, fiir die Untersuchung geniigend groBe Mengen eines kristal- 
linen Niederschlags. Dieser war allerdings nicht die erwartete Chlorogen 
siure, sondern erwies sich als das Kaliumsalz einer Verbindung, div 
auBer der Chlorogensdure noch einen harzartigen Koérper enthielt 
Unserer Vermutung nach handelt es sich bei diesem Anlagerungskérpe! 
an die Chlorogensiure um ein Terpen, auf das schon die geruch 
liche Priifung hinwies. Die véllige Aufklarung der Zusammensetzuny 
und Bindungen dieses Kérpers méchten wir einer spateren Veréffent 
lichung vorbehalten. Das die Hauptmenge Chlorogensdure ist, alt 
sich durch einwandfreie Farbreaktionen feststellen. Versuche, au- 
diesem Koérper die Chlorogensiure abzuscheiden, miBlangen bis jetzt 


Bei schwacher Erwarmung einer leicht schwefelsauren Loésung tritt 
villiger Zerfall in Terpenkérper ein. Die vorher starke Chlorogen- 
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iurereaktion verschwindet vollig. Zum Teil kann diese Zersetzung 
chon bei der Aufbewahrung .des schén kristallinen, aber noch nicht 
vanz reinen Salzes beobachtet werden. Die Umsetzungen gehen aber 
hier andere Wege. Wie oben schon angedeutet, entstanden hierbei 
die verschiedenartigsten Geriiche, die von Anis iiber Pfefferminz zu 
Terpenalkoholen und Camphern lagen. 

Da iiber die Zersetzung der Chlorogensiure und ihrer Salze bzw 
Verbindungen in der Literatur kaum etwas bekannt geworden ist, 
versuchten wir, durch Einwirkung von verdiinnter Schwefelsiure bei 
schwacher Erwarmung, einige neue Erfahrungen zu sammeln. Bei 
diesen Versuchen gelang es uns, Produkte zu erhalten, die in Geschmack 
und Aussehen ganz den Zerfallsprodukten unseres kristallinen Kali- 
salzes entsprachen. Der Geruch nach Terpen und Campher war derselbe 
wie der aus dem neuen Koérper. Leider ist tiber die Spaltprodukte der 
Chlorogensaiure auBer der Kaffee- und Chinasadure noch nichts bekannt, 
so daB solche geschmackbildenden Stoffe theoretisch nicht voraus- 
gesehen und nach ihnen nicht gesucht werden konnte. Freudenberq! 
wies zwar auf die Oxystrole hin, doch sind als Zwischenprodukte noch 
ganze Korperreihen mdglich, zumal katalytische, vielleicht auch 
enzymatische Einflusse an der Bildung solcher Kérper beteiligt sein 
kénnten. Fast sicher erscheint uns, daB der in dem kristallinen Koérpet 
enthaltene Terpenanteil aus Chlorogensiure hervorgegangen ist. 

Unseres Wissens ist diese Art der Chlorogenséiurebindung vollig 
neu. Sie wird reichlich Anregungen geben und kann ganz neue Wege 
eréffnen. Es scheint nimlich, dab dieser Kérpergruppe eine gewisse 
Schliisselstellung insofern zukommt, als daraus durch Um- und Abbau 
mannigfachste Bindungen entstehen kénnen. Als Vergleich méchten 
wir die phosphorylierten Zucker anfiihren bei der Synthese und Auf- 
spaltung der Zucker, die in ahnlicher Form cin weites Feld beherrschen. 
Uberhaupt weisen wir in diesem Zusammenhang auf die nahe Ver- 
bindung mit den Hexosen hin. Die Angabe Emdes*, der in umfassender 
Weise die Entstehung dieser Korpergruppe behandelt, dabei aber mehr 
Wert auf die begleitenden Alkaloide legt, erhalten durch unsere Befunde 
eine Stiitze insofern, als in den fast reinen Extraktgemischen aus stark 
Tabaken der gr6Bte Teil des Nicotins in unmittelbaret 
Gefolgschaft der Chlorogensiureprodukte vorgefunden werden konnte. 


nicotinhaltigen 


Leider war es bisher noch nicht méglich, die Bindung Chlorogen- 
siure Nicotin als solche nachzuweisen. Sie miiBte analog dem chlorogen- 
sauren Kali-Coffein entstehen. Die erwartete Verbindung wird sich 
aber wegen der Eigenschaften des Nicotins nur sehr schwer isolieren 
1 Chemie der Gerbstoffe. Berlin 1920. 8S. 75. AK. Griebel, Inaug.- 
Dissertation Miinchen, 1903, .,.Uber den Kaffeegerbstoft*. 
2 Naturwiss. 18, 23, 539, 1930; Apotheker-Ztg. 47, 1418, 1933. 
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lassen. Bei natirlich nicotinfreien Tabaken konnten wir an Stelle des 
Nicotins andere stickstoffhaltige Korper feststellen. Die Art des Zerfalls 
dieser stickstoffhaltigen Kérper (Nicotin, wie der anderen) steht in direkten 
Zusammenhang mit dem Zerfall der Chlorogensdure, da bei verschieden 
artiger Behandlung mit Lauge und Sduren hier teilweise sehr unangenehm 
Geriiche auftreten. Wenn in diesem Falle auch kein pyrogener Prozet) 
vorliegt, so mé6chten wir doch auf die analogen Méglichkeiten hinweisen 
denn nach Entfernung des Nicotins oder der stickstoffhaltigen Kérpe: 
konnten diese unangenehmen Geriiche nicht mehr wahrgenommen 
werden. 

Da die reine Chlorogensiure durch Zersetzung des kristallinen 
Koérpers bislang nicht erhalten werden konnte, versuchten wir deren 
Gewinnung auf anderem Wege. In dem Filtrat des kristallinen Produktes 
war nach den Farbreaktionen noch reichlich Chlorogensaiure vorhanden 
Neuumfallungen mittels Bleiacetat waren wegen der groBen Menge det 
vorhandenen Schwefelsaure sehr schwierig und fiihrten nicht zum Ziele. 
Dagegen gelang es, durch Ausschiitteln des schwefelsauren Filtrats 
mit reichlich Essigester die gesuchte Saure in diesen tiberzufiihren und 
nach einer Reinigung mit Bleiacetat in methylalkoholischer Lésung ein 
Produkt zu erhalten, aus dem nach mehrmaliger Umkristallisation 
geringe Mengen der reinen Chlorogensdure mit dem Schmelzpunkt von 206° 
gewonnen werden konnten. Durch Mischschmelzpunkt und Darstelluny 
der Acetylverbindung wurde die Verbindung weiterhin charakterisicrt 
Damit ist das Vorhandensein von Chlorogensdure im Tabak sichergestellt 
und die Bindungsméglichkeit dieser Sdure in dem erhaltenen kristallines 
Geruchskérper erhdrtet. 

Obwohl durch diesen Befund der Nachweis der zweiten, noch nicht 
beschriebenen Zerfallskomponente, der Chinasdure, sich eigentlich 
erjibrigte, versuchten wir auch deren Gewinnung und Darstellung 
Nach den Angaben der Literatur multe sie in der basischen Bleiacetat 
fillung enthalten sein. Trotzdem bereitete ihr Nachweis sehr grol 
Schwierigkeiten durch die reichlichen Beimengungen auch in diese: 
Fallung. Erst nach scharfer Trocknung des Bleiacetatriickstandes und 
mehrmaliger Reinigung mit absolutem Alkohol und Methylalkoho! 
gelang es, das Kupfersalz der Chinasdure in unreinem Zustande abzu- 
scheiden. Nach langwierigen Reinigungen nach bekannten Verfahren 
konnte das reine Kupfersalz mit dem Schmelzpunkt von 226° erhalten 
werden. 

Im nachfolgenden geben wir die Arbeitsweise wieder, die wir bei 
der Gewinnung des kristallinen Koérpers, der Chlorogensaure, sowie det 
Chinasdiure aus unserem natiirlich nicotinfreien Tabak anwendeten. 


20 g feinst gemahlener Tabak wird zweimal mit je 100 ccm Petrolathe: 
1, Stunde auf dem Wasserbade unter leichtem Sieden extrahiert. Darau! 
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rfolgt eine zweimalige Extraktion mit der gleichen Menge Ather. Zuletzt 
wird dreimal mit siedendem Methylalkohol (' |, Stunde) ausgezogen. Die 
vereinigten methylalkoholischen Extrakte werden mit LO cem einer 10° igen 
methylalkoholischen Bleiacetatlésung versetzt. Der Niederschlag wird 
ibfiltriert und ausgewaschen. Von hier ab sind zwei Weiterverarbeit ungs 
méglichkeiten gegeben. 

1. Der Niederschlag wird mit 20cem 5°, iger Schwefelsaure zersetzt, 
30 cem Wasser zugefiigt und nach Durchriihren abfiltriert. 

2. Der Niederschlag wird mit Schwefelwasserstoff entbleit und die 
methylalkoholische Lésung im Vakuum eingedamptt. Der Riickstand 
wird mit 30cem Wasser aufgenommen, filtriert und dem Filtrat 20 cem 
5°.ige Schwefelsaure zugefiigt. 

Beide schwefelsauren Lésungen werden im Scheidetrichter je zweima! 
mit der gleichen Menge Petrolather und Ather ausgeschiittelt. Im Athe: 
auszug ist Kaffeesdure in gréperen Mengen nachweisbar, ebenso freie Chloro- 
gensdure, Reichliche Mengen von Fettkérpern verhindern deren Kristalli- 
sation. Die schwefelsaure Lé6sung wird zur Entfernung von Petrolather 
und Ather kurze Zeit unter Vakuum gesetzt und dann 24 Stunden iiber Kis 
aufbewahrt. Dann kristallisiert in reichlicher Menge ein hochgelber Korper 
aus, dessen feine Nadeln driisentérmig zusammengeballt sind. Die dunkeln 
Verunreinigungen lassen sich in alkoholischer Loésung mit Tierkohle leicht 
wegnehmen. Der Korper laBt sich aus wenig 30°,igem Alkohol mit groBen 
Verlusten umkristallisieren. Besser gelingt die Fallung mit Wasser aus det 
alkoholischen Lésung. Das kristalline Produkt enthalt reichlich Kali und 
zeigt keinen Schmelzpunkt. Bei 300°C tritt Verkohlung ein. Mit Bleiacetat 
erfolgt hochgelbe Fallung, mit alkoholischem Kali stark gelber Nieder- 
schlag und in schwach ammoniakalischer Loésung tritt) voriibergehend 
starke Griinfarbune die sogenannte Viridinsdurereaktion ein. 

Besonders niitzlich, ja in der Nachpriitung fast unentbehrlich, erwies 
sich die erst jiingst bekannt gewordene Chlorogensdurereaktion nach Hépfner! 
und anderen. Versetzt man namlich nur Spuren dieses Salzes, in 2 ccm 
Wasser gelést, mit Spuren von Natronlauge, dann tritt eine hochgelbe 
Farbung ein. Saéuert man darauf schwach mit Essigsiure an, so tritt Ent 
farbung ein. Fiigt man weiter reichlich Harnstoff hinzu und versetzt mit 
einigen Tropfen gesattigter Kaliumnitritlésung, so tritt erneut starke 
Gelbfarbung auf. Macht man jetzt wiederum mit Natronlauge alkalisch, 
so entsteht eine blutrote Farbung. Ein Vergleich der von Dr. Hép/ner 
bezogenen K6rper, der reinen kristallisierten Chlorogensiure und des 
chlorogensauren Kali-Coffeins mit dem von uns aus Tabak gewonnenen 
K6rper ergab in der Farbreaktion eine einwandtreie Ubereinstimmung. 
Auch die von uns aus Tabak erstmals hergestelite reine Chloroqensdure zeigt 
diese Farberscheinunaen. 


Isolierung der Chlorogensaure. 


Aus dem Filtrat der kristallinen Abscheidung wird durch reichlich 
Essigester im Scheidetrichter die Chlorogensaiure gewonnen. Die harz- 
artigen Beimengungen verhindern das Kristallisieren. Es wird daher mit 
Wasser aufgenommen, abfiltriert und die Chlorogensiure durch Bleiacetat 
gefallt. Hierauf wird in methylalkoholischer Aufschwemmung entbleit, 
und der Methylalkohol im Vakuum weggenommen. Bei Verreiben des 


1 Chem.-Ztg. 1932, Nr. 100 und 1933, Nr. 36, 
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Riickstandes mit wenig trockenem Ather hinterbleibt die Chlorogensiure 
Vor allem mub bei dieser Operation jeder Saureiiberschu®B vermieder 
werden, da bei deren Gegenwart sehr groBe Mengen Chlorogensaure in 
Ather léslich sind, wahrend reine Chlorogensaure in saurefreiem Ather 
absolut unléslich ist. Auch jede Erwarmung iiber 40°C wirkt hier auBer- 
ordentlich schadigend. Ist das Produkt noch unrein, so hilft zweimaliges 
Aufnehmen in Methylalkohol und Reinigung mit Tierkohle. 

Wahrend nun in den meisten Fallen nach dieser Reinigung rein 
Chlorogenséiure mit einem Schmelzpunkt von 206° erhalten wird, komint 
es hier und da doch vor, da®B eine kristalline Abscheidung nicht gelingt. 
Hier geht man dann folgendermaBen vor: man nimmt mit méglichst wenig 
absolutem Alkohol auf und scheidet mit sehr verdiinntem alkoholischem 
Kali das Kaliwmsalz der Chlorogensiure ab. Die Abscheidung wird méglichst 
rasch abfiltriert. auf Tontiegeln getrocknet, in sehr wenig Wasser aut- 
genommen und sofort mit der entsprechenden Menge Schwefelsaéure verset zt 
Etwaige Zersetzungsprodukte werden mittels Ather weggenommen. Nach 
24 Stunden kristallisiert alsdann iiber Eis die reine Chlorogensiure aus 
Durch zweimalige Umkristallisation aus 50° ,igem Alkohol wird ein Schmelz- 
punkt von 206° C erreicht. Der Mischschmelzpunkt zeigte keine Depression. 
Der Kérper weist alle diejenigen Reaktionen auf, die fiir die Chlorogensaur 
charakteristisch sind, wie hochgelbe Fallung mit alkoholischem Kali, ein: 
ebensolche mit Bleiacetat, starke Griinfarbung durch Spuren von Ammoniak 
(Viridinsaiurereaktion), die oben beschriebene Hépfnersche Reaktion und 
bei der Kalispaltung in wiisseriger Lésung reichliche Mengen von Kaffee- 
siure. Die Pentaacetylverbindung stimmte im Schmelzpunkt und Misch 
schmelzpunkt mit dem reinen Kérper iiberein. 


Isolierung der Chinasiure. 


Im Filtrat der Bleiacetatfallung entsteht durch Hinzufiigen von 20 ccm 
10° iger basischer Bleiacetatlésung erneut eine Fallung. Der gewonnene 
Niederschlag wird reichlich mit Methylalkohol ausgekocht, filtriert, in 
methylalkoholischer Lésung entbleit und der Methylalkohol im Vakuum 
weggenommen. Der Riickstand wird iiber Phosphorpentoxyd im Vakuum 
scharf getrocknet und feinst pulverisiert. Ein groBer Teil der Verunreini 
gungen wird durch zweimaliges Aufnehmen mit absolutem Alkohol in de1 
Kalte entfernt. Dieselbe Operation wird mit Alkohol von 50° C wiederholt 
und darauf mit absolutem Methylalkohol einmal verrieben. Das Ungeldst: 
wird in Wasser von 50°C gelést und solange mit Kupferhydroxyd versetzt, 
bis eine kristalline Abscheidung eintritt. Der Niederschlag besteht aus dem 
fast reinen Kupfersalz der Chlorogensaure. Dieser wird reichlich mit heifbem 
Wasser, in dem er unléslich ist, ausgewaschen. Es hinterbleibt nun das 
mikrokristalline Kupfersalz der Chinaséure mit einem Schmelzpunkt 
von 226°C. Dieser Koérper konnte nur durch Mischschmelzpunkt charak- 
terisiert werden, da bisher nur wenige Milligramm gewonnen wurden. 

Da wir die ganze Koérpergruppe der Bleiacetatfallung, insbesondere 
aus methylalkoholischer Lésung, fiir die Geschmacksbildung des Tabak- 
fiir auBerordentlich wichtig halten, und da es uns gelungen ist, mehrere 
Kérper dieser Gruppe naher zu charakterisieren, bitten wir die Fachkollegen 
um Uberlassung dieses Arbeitsgebietes, um so mehr, als wir an einer Reihe 
von deutschen und auslandischen Tabaken die Feststellung machen mulbten. 
daB sehr groBe Unterschiede im Gehalt an Chlorogenséure und ihren Neben- 
kérpern vorhanden sind. In den uns zur Verfiigung stehenden Auslands- 
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abaken konnten wir bisher nur geringe Mengen dieser Stofte nach der 
Reaktion von Hépjner nachweisen. Diese Methode, die tiir Kattee die quanti 
ativen Verhaltnisse widerspiegelt, mochten wir nicht fiir den Tabak vei 
llyvemeimern, Obwohl wir die Ertahrungen Hépjfners durchaus bestatigen 
kOnnen. Insbesondere méchten wir auf die groBbe Bestandigkeit der inten 
iven Rotfirbung hinweisen, die tage-, Ja wochenlang. unvermindert er- 
alten werden konnte. Wir bekamen namlich bet Eimhaltung der oben 
beschriebenen Arbeitsweise K6érper, die in alkalischer Lésung starke Rot 
farbung hervorrufen. Diese Farbung tiberdauert sogar die Nitrit behandlung 
ler Hépfinerschen Reaktion. Immerhin kénnen wir nach unseren bisherigen 
Erfahrungen sagen, dal} die reine Chlorogensaure in auslandischen Tabaken 


nur in Spuren vorhanden ist, wahrend in einer Reihe deutscher Tabake 
mmerhin 2.5 bis 4,5 der reinen Saure festgestellt werden konnten. Mit 
Nebenkoérpern rechnen wir sogar auf 6 bis 8 (in der Trockensubstanz). 


Aut Grund dieser Mengenunterschiede und unseren bisherigen Er- 
fahrungen glauben wir nicht fehlzugehen in der Annahme, dab gerade 
diese Koérpergruppe wesentlich zur Geschmacksbildung des Tabaks bet- 


tragen mul}. 








Studien iiber die Stabilitit 
und Trennbarkeit einiger Phosphatasen. 


Von 
Erik Jacobsen. 
(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat zu Kopenhagen.) 
(Eingegangen am 16, Mai 1933.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Zur Nomenklatur. 


Es ist klar geworden, daB nicht alle Phosphatasen als einheitlich 
zu betrachten sind. Die meisten bisher untersuchten sind wirksam gegeniiber 
der Mehrzahl der Phosphorsaéureester, wahrend andere eine beschranktere 
Wirkungsbreite haben. In den Untersuchungen von Aay (1), von Hommer- 
berg (2) und von Roche (3) wurde festgestellt, daB im tierischen Organismus 
die Spaltung der untersuchten Phosphorsaureester hauptsachlich von eine 
einzigen Phosphatase herbeigefiihrt wird, indem das Verhaltnis zwischen 
der Phosphatabspaltung verschiedener Substrate tiberall dasselbe ist, 
gleichgiiltig aus welchem Organ das Enzympraparat gewonnen wurde: 
auch die von Poche (l.c.) in den Erythroeyten gefundene Phosphatase 
wirkt auf eine ganze Reihe von Phosphorsaureestern, unterscheidet sich 
jedoch von den oben erwahnten unter anderen dadurch, daB die Reihen- 
folge der Spaltbarkeit der verschiedenen Substrate eine andere ist. Haupt- 
sichlich durch C. Newberg und seine Mitarbeiter war die Spaltbarkeit 
der verschiedensten Substrate und die Grenze der Wirkungsbreite fiir die 
phosphatatische Hydrolyse festgelegt. Bei den erwahnten Untersuchungen 
interessierte weniger die Frage. ob die Agentien der phosphatatischen 
Spaltung als einheitlich aufzufassen sind. Die zahlreichen Veréffentlichungen 
von Neuberg und seinen Mitarbeitern hatten es jedoch wahrscheinlich ge 
macht, daB die dephosphorylierende Wirkung von Hefe, Schimmelpilzen und 
anderen Zellen durch ein einziges Enzym verursacht wird. Die un- 
spezifischen Phosphatasen, die alle monosubstituierten Phosphorsaureeste! 
und anorganischen Pyrophosphat leicht, die disubstituierten Ester schwierige! 
und trisubstituierten Ester gar nicht spalten kénnen, werde ich hier und 
in spaiteren Arbeiten im Hinblick auf ihre generelle Wirkung als General- 
phosphatasen bezeichnen. 

AuBer diesen unspezifischen Phosphatasen gibt es auch andere, die 
nur gegeniiber bestimmten Phosphorsdéureverbindungen wirken; diese 
werde ich nach dem angreifbaren Substrat bezeichnen, z. B. als Diphos 
phatase von lzawa (4), als Adenylpyrophosphatase (5) oder als Phospho 
amidase von Waldschmidt-Leitz und Kdéhler (6). 

Ist die phosphatatische Wirkung nicht genauer definiert oder nur 
gegeniiber einem einzigen Substrat gepriift, kann man schlechthin von 
Phosphatase sprechen (vielleicht mit der Beifiigung: gegeniiber Glycero- 
phosphat). 
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In der vorliegenden Arbeit sind Versuche angestellt. in welchen 
lie Destruktionsgeschwindigkeit der Phosphatasen einiger Gewelb« 
remessen ist, und zwar so, daB in den meisten Versuchen wenigstens 
wei verschiedene Substrate angewandt sind, um eine spezifisch ein- 
vestellte Phosphatase sicher ausschlieBen zu kénnen. Es konnte gezeigt 
werden, daB die im tierischen Organismus verbreitete gewoéhnliche 
Generalphosphatase eine charakteristische Zerstérbarkeit hat, die von 
jener der spezifischen Phosphatasen, der Adenylpyrophosphatase. 
verschieden ist; die geringere Warmeempfindlichkeit der Adenyl- 
pyrophosphatase wurde benutzt, um diese zu isolieren und in ver- 


schiedenen Organen nachzuweisen. 


Experimentetles, 

Als Enzympraparate wurden zellfreie wasserige Extrakte von Niere. 
Leber oder Knochen angewanat. 

Substrate. Glycerinphosphorsaures Natrium (Merch), pyrophosphor 
saures Natrium (.Verck), hexosediphosphorsaures Natrium, aus Candiolin 
hergestellt, und adenylpyrophosphorsaures Natrium aus dem nach Loh 
mann (7) hergestellten Baryumsalz. 

Bestimmung des anorganischen Phosphats nach Briggs und des Pyro 
phosphats mit einer Modifikation der Vorschrift von Lohmann, die ich 
schon friiher beschrieben habe Jacobse he, le. (5)]. 

A. Die Destruktibilitat der Generalphosphatasen 

Die Destruktionsversuche wurden folgendermaBen ausgefiihrt 
Ein Teil des Extraktes wird durch Erwarmen fiir ein paar Minuten 
auf 80° inaktiviert: durch Mischung von verschiedenen Mengen frischen 
und inaktivierten Extraktes wird eine Reihe mit 100°... 80°, usw. der 
urspriinglichen Menge des wirksamen Enzyms hergestellt. Diese Reihe 
dient als Vergleichungsserie. Die Proben, deren Destruktionsgeschwindig- 
keit zu messen ist, werden eine passende Zeit bei einer passenden 
Temperatur erwarmt und nachher unter dem Wasserhahn gekihlt. Zu 
simtlichen Proben wird dann die gleiche Menge Substrat gegeben und 
nach Aufbewahren bei 39° das anorganische Phosphat bestimmt. Durch 
Vergleich mit den abgespaltenen Phosphatmengen der Proben mit. be- 
kanntem Prozentgehalt an wirksamen Enzym, |aBt sich leicht schatzen, 
wieviel Enzym im vorliegenden Falle durch die Erwarmung zerstort ist 


Es sind drei Versuchsreihen gemacht: bei basischer, bei schwach 
saurer und bei variierter Reaktion. 
Versuch 1. 

Destruktion der Nierenphosphatase, alkalische Reaktion. 
Rohextrakt einer Schweineniere | Teil, 1°,ig. NaHCO, 1 Teil, Wasse1 
3 Teile. pH im Gemisch 8,4 (kolorimetrisch gemessen). 

Das Gemisch wurde in Portionen von 5cem abgeteilt, die bei ver- 
schiedenen Temperaturen fiir verschiedene Zeiten erwairmt wurden. Nach 
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Kiihlen wurde zu jeder Probe 1 cemm 20 pyrophosphorsauren Natriums zu 
vesetzt, daraut 15 Minuten bei 39° gehalten, durch | cem 20° ,ige Trichlor 
essigsdure enteiweibt, filtriert und in 5cem Filtrat Phosphatbestimmuny 
gemacht. 

Die Vergleichsproben wurden t benso behandelt, jedoch naturlic! 
nicht erwarmt. 


Die Vergleichsserie: 





Wirksames Enzym iy Wirksames Enzym P 
mg ( mye 

100 0,196 33 0.149 

SU 0,189 20) 0.126 

66 0,172 19 0,109 

50 0.158 0 0.095 





ay st? uktion sversuch 





Bei 65 Bei 60 Bei 55 8 cD 
noch noch noch noch 
Erwarmt wirk- wirk- Wirk- wirk 
P sames P sames P sames Pp sames 
Enzym Enzym Enzvym Enzyn 
Min. mg ( mg mg meg 
0 0,194 100 0,191 100 0,196 100 0,191 LOO 
D 0.093 ‘) 0,105 Ss 0.158 5D — 
10 0,093 0 0,138 30 - 
20 0,112 12 0.168 60 
40 0,096 0 0.148 3 
50 Destruktion wurde erreicht bei 
65° in < 1 Minute 60° in etwa 2 Minuten 
55° in 5 Minuten 50° in 30 Minuten 


Versuch 2. 
Destruktion der Nierenphosphatase, basische Reaktion. 


Austiihrung wie oben. Substrat : Glycerophosphorsaures und pyrophosphor- 
saures Natrium. Destruktionstemperatur: 55°. Destruktionsreaktion : py 3,3. 





Noch wirksames Enzym * 


Erwirmt Substrat Substrat 
Pyrophosphat Glycerophosphat 
Min. % 6 "10 
0 100 100 
5 60 55 
10 33 38 
25 15 15 
D0 7 10 
Halbe Destruktion in 7 Min. 7 Min. 


* Um Platz zu sparen und wegen besserer Ubersichtlichkeit werden im folgenden dir 
Vergleichsserie und die P-Bestimmungen nicht gegeben. 
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Versuch 3. 


wie oben. 


Leberphosphatase, 


Destruktionsreaktion : 


Phosphatasen. 


Pu 8,1. 


basische 





B05 


Reaktion 


Destruktionstemperatur: 55! 





Erwiirmt 


Min. 


} 
5 
10 
40 


Halbe Destruktion in 


Destruktion det 


substrat 


Pyrophosphat 


100 
66 
42 
29 

tool 


5 Min 


Versuch 


4. 


Knochenphosphatase, 


Austtihrung wie oben. Sul 


Natriun. 


strat wie oben und hexosediphosphorsaures 


Destruktionstemperatur : 


a4 | 
oe. 


tr 


basische 


Noch wirksames Enzym 


Substr 


100 
66 
D0 


99 
(90) 


eropho 


sphat 


10 Min 


Reaktion. 


Diesmal ist ein Medinal-Veronalputter benutzt. 


Destruktionsreaktion: py 8.6. 





Erwirmt 


Min. 


() 
5 
10 


2) 


Halbe Destruktion in 


Su 


Pyro] 


bstrat 


yhosphat 


1 


6 


dO 
veo 
20) 


Min. 


substrat 


Glycerophosp 


i} 


100 
66 
33 


20 


Min. 


Noch wirksames Enzy n 


hat 


substrat 


Hexose 


Weitere Versuche wurden bei saurer Reaktion ausgetiihrt. 


Versuch 5. 


liphosp! 


LOO 
D5 
40) 

S 


Min. 


Destruktion der Nierenphosphatase, saure Reaktion. 
ig. NH,Cl 


Austithrung: Organextrakt | 


Das Gemisch ist in Portionen von lecem erwaérmt, und jeder 
Substrat 


Teil, 10 
Reaktion des Gemisches: 


wurde nach Kihlen gleichzeitig mit 
zugesetzt, um eine fiir die Enzymwirkung passende 


dem 


pu 60 bis 6.1 


Wassel 


O.bc¢cem n 


3 Teile. 


Probe 
10 NaOH 


teaktion zu erreichen. 


Sonst ist der Versuch ganz wie oben mit Vergleichungsserie usw. ausgefiihrt. * 


Als Substrat ist auch hier pyrophosphorsaures Natrium benutzt. 





Erwiarmt 
Min. 


D 
10 
20 
40 
Halbe Destruktion in 


Bei 40 


100 


99— 100 


SO 
60 
DO 
20 
20 Min. 


Bei 53° 


50 
20 
10 


5 Min. 


_* 


M hh. 


Bemerkunget 


Die Zahlen geber 


wie oben no 
wirksames Enzyn 


Erwirme: 


0 
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Es zeigt sich also, daB alles wirksame Enzym nach einem 
Erwarmen bis 55° in = schwach saurer, ammoniumchloridhaltiger 


Losung ganz zerstért ist. Gepriift wurden auch Praparate aus 
anderen Nieren, Leber und Knochen gegeniiber Glycerophosphat. 
Zymophosphat und Pyrophosphat mit demselben Resultat. Als 
Beispiel: 


Versuch 6. 


Extrakt aus Niere, Glycerophosphat als Substrat. Ausfiihrung wie Versuch 5 

















Extrakt nicht erwairmt........ . 0,145mg P der Probe 
erwarmt 5 Minuten bei 55° . . . O.O83 2. PO. om 
MGs os «woe oa « = ORR ;- 

0 ———$—$} $n pe a 

— bei 65° 
wom Hoy GO” Destruktion der Aaeny/: 
§ 40 —» bel 55 ° E 40 pyrophosphatase ber 55°*--* 
9 nl Hey’ 50° = Destruktion aer Genera/- 
2 Ni . phosphatase: bei 40° -—« 
| fag £60 “a * 50° — 
5 1S v 53° oe 
¥ 3 » 55 _ 
4 S 
& 0 = 40 
= :> 
: : 
ae 20) 8 20 
| 
ao 6 
0 50 2 30 0 0 510 20 30 YO $0 
Minuten erwarmt Minuten erwarmt 
Abb. 1. Abb. 2. 
Destruktion der Nieren- Destruktion der Phosphatasen 
i 
phosphatase bei Py 8,4. bei Py 6,1 in ammoniumehlorid 
(Versuch 1.) haltiger Lisung 


(Versuch 5 und 10.) 


Zuletzt wurden einige Zerst6érungsversuche bei variierter Reaktion 
ausgefiihrt. 


Um nicht allzu umfassende Versuche anzustellen, wurden solche 
Pufferlésungen angewandt, die sich durch Zusatz von  passenden 
-Mengen Saure oder Lauge zu einer fiir die Phosphatasewirkung 
passenden Reaktion bringen lieBen. Hierzu ist Medinalveronalpuffer 
und Glykokollpuffer geeignet. Eine ganze Serie ist mit einer einzigen 
Vergleichsskala verglichen, indem nach dem  Erwarmen_ durch 
Zusatz einer voraus berechneten Menge eines anderen Puffers 
(hier als Regulierungspuffer bezeichnet) die Reaktion der ein- 
zelnen Proben mit der Vergleichsserie in Ubereinstimmung ge- 
bracht wurde. Kontrollen sicherten, daB dieses wirklich auch der 


Fall war. 
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Versuch 7. 
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Destruktion der Nierenphosphatase bei variierter Reaktion. 


| com Nierenextrakt 
leem Regulierungspuffer und 4 ccm Substrat 
39°, 


Zusatz von 


bei 


leem Puffer. 5 Minuten Erwarmen auf 


EnteiweiBung und 


P-Bestimmung. 


55°, Kiihlen, 


15 Minuten 





Zusammensetzung 


PH 


Zusammensetzung 


Noch wirksames Enzyn 


gegentiber 





, nffer . (ler ilyecero- *Vro- 
der Puffer erreicht Regulierungsputter br no , 
Glykoke ll (Serensen) 5 } Glykokoll 18. ji) 0 0 
nlOHe] DS ; 4,5 nlONaOH 7 it 
n1lONaCl 10 | 
Glykokoll 8 | Glykokoll 10 | 
nlOHC) 2 5.5 n1lONaOH 4 () 0 
n 10 NaCl 10 | n1l0Nacl 6 | 
n 20 » ‘ 3 : 
n 20 Medinal 13 a n20Medinal 23 | _ 
un LOHC) ‘ 6,9 10 NaOH g | is) Si 
110 NaCl 6 ° _— . 
n 20 Medinal 14 n 20 Medinal 22 | 
nlOHC!] 6 7.0 n10 NaCl 2 83 75 
n 10 NaCl 6 nlONaOH 2 
» 20 Medinal 18 | n/20 Medinal 18 | 
n LOHC 2 8,2 nlOHC] 2 i 8) sO 
n 10 NaCl 6 | n/10 NaCl 6) 
Glykokoll yg | Glykokoll 9 
nl0O NaOH 1 8.5 nlONaOH § 1 65 66 
n 10 NaC! 10 n lO NaCl 10 
Glykokoll 6 | Glvkokoll 12 | ae 
n1l0NaOldl + G1 n lOHC] 2 42 i) 
n 10 Nal 10 | n1ONacl 6 = | 
Glykokoll 5 | Glykokoll 13 X 
nlONaOH is) 10.0 nlOHCl 3 17 25 
n 10 NaCl 10 n 10 NaCl 4 | 
Zu den Glykokollversuchen und 100 sin apeains 
zu den Medinalversuchen wurden 
clie entsprechenden Vergleichsserien E 40} - 
vebraucht. & ' 
Wie zu erwarten, ist die &” 
Destruktionsgeschwindigkeit des . 
Enzvms innerhalb des Versuchs- i 
‘ $s 
fehlers  tiberall dieselbe,  gleich- Sa I 
s / = 4 - 
giiltig, welches Substrat  an- | po i ais Substrat 
gewandt ist: dieses Ergebnis aa ea jot tie se Me = 
gewan : i Irgebn 010-4 3-43 7 
; ; : ie & 
stiitzt auch die bereits 6fters aie 
auf anderem Wege _ bestatigte saaiiilitiets tes Whaniiebintidiin 
Annahme, da die Aufspaltung bei variierter Reaktion. (Versuch 7 
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der meisten Phosphorsiureester von ein und demselben Enzym 


verursacht ist. 
B. Spaltungsee rsuche mit Ade nylpyrophosphat. 


Um eine sichere Abgrenzung zwischen der Adenylpyrophosphatas« 
einerseits und anderen Phosphatasen, speziell den Generalphosphatasen. 
andererseits zu erméglichen, ist es notwendig zu entscheiden, ob dix 
letztgenannten Phosphatasen auch auf Adenylpyrophosphat wirken 
DaB dieses der Fall ist, zeigen die folgenden Versuche, in welchen di 
Wirkung 


Adenylpyrophosphat einiger Praparate mit denen der Generalphospha- 


Destruktionsverhaltnisse der phosphatatischen gegenitiber 


tase iibereinstimmen, wahrend andere, spezifisch eingestellte Pra- 


parate ganz andere Destruktionsverhaltnisse aufweisen. Ein andere: 
Unterschied ist auch, daB die Praparate, die eine generelle phospha- 
tatische Wirkung haben, alle drei Phosphatmolekiile des Adenylpyro- 
phosphats abspalten, wahrend spezifisch wirkende nur die zwei als 
Pyrophosphat hydrolysierbaren P-Molekiile freisetzen. 


Versuch 8. 
Die enzymatische Aufspaltung des Adenylpyrophosphats durch 
Knochenextrakt. 


Natrium 
Wasser zu 


Ansatz: Medinalpuffer (py 8.8) 20cem. Knochenextrakt 5 cei. 


adenylpyrophosphat mit 1,0mg leicht hydrolysierbarem P. 


50cem. P-Bestimmung in Proben von 5cem. 








Anorganischer P 


Aufgespalten 


Zeit bei 39 : nach Kochen leicht schwer 
direkt mit H,SO, hydrolysierbarer P hydrolysierbarer P 
Min. mg cem mg cem mg/cem mg cem 
0 0.0060 0,0257 _ 
60 0,0294 0,0320 0.0163 0,9063 
120 0.0325 0.0337 0.0185 0.0080 


Versuch . 


Die Aufspaltung des Ade 


4 


Ansatz wie Versuch 8 nur ist 


s‘nvipvrophosphats 
extrakt. 


durch Nieren- 


alkoholgefallter Nierenextrakt benutzt. 





Anorganischer P 


Aufgespaiten 


Zeit bei 39° nach leicht schwer 
direkt Hydrolyse hydrolysierbarer P hydrolysierbarer P 
Min. mg cem mg cem mg/ecm mg ecm 
0 0.0031 0,0230 — 
60 0.0207 0.0294 0.0112 0.0064 
120 0.0270 0.0315 0,0154 0.0085 
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Danach wurden die Extrakte mit Ammoniumehlorid 5 bis 7 Minuten 
rwarmt, bis keine Wirkung gegentiber Glycerophosphat oder Pyrophosphat 
orhanden war, hierdurch verlor das Knochenextrakt sein) Spaltungs 


ermégen gegeniiber Adenylpyrophosphat  vollstandig, wahrend das 
Spaltungsvermégen des Nierenextraktes wenigstens bis 30 herabgeset zt 
wurde. 


Versuch 8a und Ya. 


Die Wirkung der mit Ammoniumchlorid erwarmten Extrakt: 


auf Adenylpyrophosphat und Glycerophosphat. 





P mit erwirmtem und neutralisiertem P mit erwirmtem und neutralisierten 
Knochenextrakt Nierenextrakt 
Zeit bei 
Substrat Substrat Substrat Substrat 
Glycerophosphat Adenylpyrophosphat Glycerophosphat Adenylpyrophosph 
Min. mg/cem mg cem mg cem mg cem 
0 0.9060 0.0054 0.0027 0.0030 
60 0.0059 0.0061 0.0030 0.0080 
Gespalten 0,000 0.000 0.000 0.005 


Wurde Leberextrakt als Enzympraparat benutzt, so war das Spaltungs 
vermégen gegentiber Adenylpyrophosphat gegen Erwarmen viel weniger 
empfindlich, indem man erst nach 40 Minuten Erwarmen mit Ammonium 
chlorid eine entsprechende Zerstorung des Enzyvms belkomumit 


Versuch 10. 
Destruktion der Leberadenyvilpyvrophosphatase, saure 
Reaktion. 
Versuchsanordnung wie Versuch 5. Substrat: Adenylpyrophosphat. 


Destruktionstemperatur: 55°. Destruktionsreaktion: py 6.1 





Vergleichungsserie Destruktionsversuch 
: Bei 55 Noch wirksat 

Wirksames Enzym i erwirmt P Enzvm 
( mg Min mg 
100 0.106 0 0.107 10 
SO 0.092 5 0.095 s- 
60 0.074 10 0.072 60 
50 0.059 20 O.059 Aa) 
2) 0.040 40 0,053 etwa 30 

0 O.0OL0 


Da es also wahrscheinlich ist, daB Adenylpyrophosphat sowohl! 
von den Generalphosphatasen wie auch vom spezifischen Leberenzyvm 
gespalten wird und letzteres viel weniger empfindlich gegeniiber einer 
Erwarmung beischwach saurer Reaktion in Anwesenheit von Ammonium- 
chlorid ist, ist es hierdurch méglich, die Adenylpyrophosphatase von 
den Generalphosphatasen abzutrennen. Mit den so gereinigten Pri- 
paraten kann man die isolierte spezifische Aufspaltung des Adeny! 
pyrophosphats studieren. 
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Nach einigen Vorversuchen erwies sich die folgende Herstellungs 
weise des spezifischen Enzyms als die beste: 

Der wasserige, zellfreie Leberextrakt wurde 6 bis 7 Minuten mit 
'. Volumen 10°,igen Ammoniumchlorids bis 55° erwarmt; eine basisc} 
regulierte (gerade phenolphthaleinalkalische) Probe darf nach einer Ex 
positionszeit von 2 Stunden keine Wirkung auf Glycerophosphat ode: 
Pyrophosphat haben, sonst mu noch einmal erwarmt werden.  Durc! 
diese Erwarmung ist ein Teil der EiweiBstotfe ausgefallt, wobei der grébt: 
Teil des wirksamen Prinzips mitgerissen wird. Der Niederschlag wird al) 
zentrifugiert, ein paar Male in verdiinntem Ammoniumehlorid gewaschen 
in Wasser aufgenommen und gegen destilliertes Wasser dialysiert. Zwa 
bewirkt man in dieser Weise keine weitgehende Reinigung des Enzyms, 
das Praparat ist aber, wie erwahnt, von anderen Phosphoresterasen betreit 
und gleichzeitig auch von anorganischen Salzen, 

Von Adenylpyrophosphat wird mit derartig hergestellten Pri- 
paraten nur das hydrolvsierbare Phosphat abgespalten, wahrend das 
dritte schwer saurehyvdrolysierbare Phosphatmolekiil im Gegensatz 


zur Generalphosphatasewirkung intakt bleibt. 


Versuch Il. 
Die spezifische Autspaltung des Adenylpyrophosphats. 


Ansatz: Adenylpyrophosphat. 1°,ig. NaHCO, 5cem. Leberextrakt wie 





oben behandelt, 6cem. Wasser zu 100 cem.  Analyseproben von 5 cem. 
Anorganischer P 
Zeit < 7 Gesamt-P 
bei 399 dueckt nach Kochen mit verdiinnter HySO, ccameiiadtamaihs 
in 15 Min. in 30 Min. 
Min. mg ecem mg ecem mg ecm mg cem 
0 0.0900 0,02 14 0,0221 00326 
15 0.0064 0,0217 0,0221 
—-80 0,0090 0,0217 0,0225 
210 0.0160 0.0217 0.0221 
300 (0),0222 0.0225 0,0229 0.0320 
Auf Grund dieser Ergebnisse ware es besser, das spezifische Enzym 


allgemein als Adenylpyrophosphatase zu bezeichnen, da aus dem von 
Barrenscheen und Lang (8) vorgeschlagenen Namen _ ,,Adenosintri- 
phosphatase” nicht zu ersehen ist, daB nur die zwei als Pyrophosphat 
abspaltbaren Phosphatmolekiile frei gesetzt werden. 

Die gereinigte Adenylpyrophosphatase hat ein pxu-Optimum um 
7.2. Ein zweites etwas alkalisches Optimum, das von Barrenscheen 
und Lang (l.c.) beobachtet wurde, konnte hier nicht gefunden werden. 
Wahrscheinlich hat dieses seinen Grund darin, daB die Praparate der 
erwihnten Untersucher nicht von den unspezifischen Phosphatasen 


ganz befreit waren. 
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Versuch 12. 
Das py-Optimum der Adenyl pyrophosphatase. 


\nsatze: Medinalpuffer 20cem.  Na-Adenylpyrophosphat. | Geereinigtes 
Leberextrakt 4cem. 10 Minuten bei 40°. 








. mg P abgespalten ‘ mg P abgespalten 
PH pro eem pH pro cem 
6.47 0.045 7.51 0.047 
6.86 0,047 8.00 0.042 
7.15 0.051 8,19 0,039 
7.39 0.049 8.33 0.034 
7.507 0,049 SDD 0.030 


* Elektrometrisch mit der Wasserstoffelektrode gemessen 


Zuletzt wurde eine Versuchsserie angestellt, in der das Vorkommen 
weniger warmeempfindlicher, adenylpyrophosphatspaltender Prinzipien 
in den meisten Geweben nachgewiesen werden konnte. 

Von verschiedenen Organen und Geweben eines Kaninchens wurden 


Rohextrakte gemacht. Die Extrakte wurden auf vier Ansiitze verteilt 


l. Blindprobe : 


De bes Se es we ele we oe ee Dee 
Poole; eas 6s 6 6 we ee ee owed 
eee a SS eR HS ; ea 


2. Nicht erwarmte Grlycerophosphat probe : 


ee eee ee ee ee 
fe ne 
1°,ig. Na-Glycerophosphat ...... 1 
oe ns dee ee Oa ae ee ee ee 


3. Adenylpyrophosphat probe : 
a” i ae 
ei 
6 Minuten bei 55° erwarmt. 
Nach Kiihlen 8°,ig. NaHCO,. . . . . 0.5c¢em 


Adenylpyrophosphat ......... 0,5 


4. Erwiirmte Glycerophosphat probe : 


Re S boos & & wx « te oS ow De 
Se Se ee Se er we we we 

6 Minuten bei 55° erwarmt. 
Nach Kiihlen n/l10 NaOH ... . . . 2ceem 
1°.ig. Na-Glycerophosphat ..... . 1 


* Mit 0.4 mg leicht abspaltbarem P. 
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Alle Proben wurden 24 Stunden bei 39° aufbewahrt und danach 
bestimmt. Die Resultate waren: 





ing P nach 24 Std. in der 


Gewebe nicht erwarmten erwirmten 


indprobe Glycerophosphat- Glvcero- Adenylpyro 

a j pose a Ps phosphatprobe 
Milzs ... =F 0,096 0,550 0.100 0.403 
Lunge...... 0,180 1.000 0315 0.550 
Pankreas . . . : 0.119 0.840 0.169 0520 
Skelettmuskulatur * 0.085 eee 0.085 0 333 
Herzmuskulatur . . 0,095 0.250 0.102 0.500 


1 Dieses Praparat ist aus Prefsaft und nach dem bei Leber beschriebenen Verfahr 
hergestellt und ist nur 6 Stunden exponiert. 


Nicht in allen Praparaten ist die Glycerophosphat spaltende Fahigkeit 
zerstort, die adenylpyrophosphatspaltende Wirkung ist jedoch immer 


betrachtlich, und bei Lunge, Pankreas und Herzmuskulatur ist eine Spaltuny 


von 100°, erreicht. 
Zusammenfassung. 
Die Zerstérung der unspezifischen Phosphatasen der Niere, de: 
Knochen und der Leber bei verschiedenen Temperaturen und Reak- 


tionen wurde untersucht. Der Destruktionsverlauf der Enzyme wurde 


von dem zu Enzymkonzentrationsbestimmung verwendeten Substrat 
unabhangig gefunden, und ist dadurch charakterisiert, daB die un- 
spezifischen Phosphatasen gegen Erwarmen in schwach saurer Reaktion 
bei Anwesenheit von Ammoniumchlorid schon in sehr kurzer Zeit 
destruiert werden. Die spezifische Adenylpyrophosphatase ist unter 
diesen Bedingungen viel warmestabiler. 

Es ist wahrscheinlich gemacht, daB Adenylpyrophosphat auch von 
den unspezifischen Phosphatasen angegriffen wird, und zwar alle drei 
Phosphatmolekile. 

- Kine auf der verschiedenen Destruierbarkeit beruhende Trennungs- 
methode der beiden Enzyme wird beschrieben. 

Die in dieser Weise gereinigte Adenylpyrophosphatase greift nui 
das leicht saiurehydrolysierbare Phosphat an. 

pu-Optimum der Spaltung liegt bei etwa 7,2. 

In den meisten Geweben lassen sich spezifische Adenylpyro- 
phosphatasen nachweisen. 


Literatur. 
1) Biochem. J. 22, 855, 1446, 1928. — 2) Zeitschr. f. physiol. Chem. 
185, 123, 1929. — 3) Bull. Soe. Chem. Biol. 18, 841, 1931. — 4) J. Biochem. 
15, 19, 1932. — 5) Diese Zeitschr. 242, 292, 1931. — 6) Ebenda 258, 360, 1933. 


— 7) Ebenda 283, 460, 1931. — 8) Ebenda 253, 395, 1932. 
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Die Phosphatfraktionen im Blute bei experimenteller Rachitis. 
Von 
Erik Jacobsen. 


Aus dem biochemischen Institut der Universitat zu Kopenhagen 


(Einge qangen am lt. Ma i 19 3.) 


Vor kurzem hat Aay! gezeigt, daB bei experimenteller Rachitis 
das gesamte saurelésliche Phosphat in den roten Blutkérperchen gleich- 
zeitig mit dem anorganischen Phosphat des Plasmas herabgesetzt ist. 
Es erschien nun interessant zu sehen, ob alle Fraktionen des siiure- 
léslichen Phosphats hierbei im gleichen Grade beteiligt sind. Nach 
den hier vorgelegten Versuchen scheint es, als ob die Herabsetzung 
hauptsichlich durch eine Verminderung der Pyrophosphatfraktion 
verursacht wird. Da die Pyrophosphatfraktion ebenso stark wie das 
anorganische Phosphat herabgesetzt ist, konnte man die Ergebnisse 
dahin deuten, daB ein gewisses Gleichgewicht zwischen Ortho- und 
Pyrophosphat im Blute besteht, so daB ein Schwund in der erstgenannten 
Fraktion eine Aufspaltung von Pyrophosphat zur Folge hat. Die 
anderen Phosphatfraktionen scheinen nicht so labil zu sein, daB eine 
Wirkung der Rachitis in den hiesigen Versuchen zu sehen ist. 


Experimentelles. 


Als Versuchstiere wurden vier Wiirfe der weiBen Laboratoriumsratte 
benutzt. Die Kost war die gewéhnliche rachitogene, bei den Kontroll- 
tieren mit einem Zuschlag von 4 Tropfen Lebertran alle 2 Tage. 

Der Grad der Rachitis wurde rOéntgenologisch und pathologisch- 
anatomisch bestimmt. Die Phosphatanalysen wurden nach Briggs und die 
Pyrophosphatbestimmungen nach Lohmann vorgenommen; letztere mit 
der Modifikation, daB zur Hydrolyse Schwefelsaure gebraucht wurde, und 
da8 die Korrektion fiir Esterhydrolyse als der Unterschied der 30- und 
15-Minuten-Werte gerechnet wird, weil die Esterhydrolyse im Rattenblut 
unter diesen Versuchsbedingungen in der ersten Stunde linear verliéuft °. 


1 J. of biol. Chem. 99, 85, 1932. 
2 Diese Zeitschr. 242, 292, 1931. 





lie 
‘1 
Sa 
ege 
4 
stu 
duz 














trem RRO 
Gy) St OU 6 Ul 0 er 16 GE F t 
c) 1g “0% ZU 0 eF 86 9g 4 4 
08 8 6° + + eF rat) cg $ 4 
col OF Ol Gg + + ef eg R& $ 4 
16 ¢ OST 68 0 SF 801 OF re) g 
86 YE £61 86 0 8F OUT 9§ 2? § 
06 6E 68% Lor 0 St FOI OF $ g 
OT St C02 Ly + SF LY Lg $ : 
tI og Lel 6¢ ++ St 29 FP re g 
&8 0g z'92 0'9T 0 gs C6 rae re) re 
06 GE ELT BU 0 €9 Gel +9 re) a 
16 red we PZ ++ reat) al 6F rs) Z 
¢ rag 12 9°9 £8 VT bf @9 06 Fe J ra 
2 cal 9g ‘Fl gC] L‘9 + + €9 89 ras 3} rd 
S zs Lt OL 69 0 cy FI gg ) I 
5 1g cE LLy O'ST as 0 cg L9T gc rod T 
nS gh rag LUT FO 16 0 cg 091 Asi ro) I 
68 IZ L'6 ¢'¢ +++ cg 66 cg 3} I 
16 EE OLT CR] O'l +++ eg 88 r9 re) I 
88 CZ MH 901 ef +++ cg LOI +9 re) 1 
: “UN 08 “UIN ST — snsiaA Sap SYoNsIOA Sap 
4 soresnes Yap suiory apuy we | Suvjuy uve 
[eyo Ke & Syons19 A 
UIqQo SOW ASATOIPAT K. & “$20 ; snaieinaed IYII|Yosas) JANN 
nig d °/>-Fu =" HOI 





‘ojpoyo,oudsyouss9A 


314 


‘| 8 T[PQRL 





ih 


1S 


‘ 


Z mo) 


YOO 


10,9 














Phosphatfraktionen im Blute. 315 


Da die Rachitis eine betrachtliche Anhydramie zur Folge hat, sind 
lie Werte fiir Pyro- und Esterphosphat, Fraktionen, die ausschlieBlich in 
den Blutkérperchen vorkommen, auf einen Hiamoglobinwert von LOU 
Sahli reduziert, um vergleichbare GréBen zu erreichen. 


Tabelle I. 


Die Phosphatfraktionen im Blute!, 





? Anorganischer P Pyro-P Ester-P 
Warf Grad der Rachitis wi : 
mg- mg-' mg- 


1. Die Rachitistiere. 


l 4 5.6 18 
l 11.0 4.6 17 
l ++ 3,3 Y fe 12 
2 ot 6,7 4,7 17 
2 + 4 1,1 3.3 19 
2 -+- 2.4 4,6 14 
3 4 59 6,7 18 
3 at 10,1 24 
4 + 6.5 7,2 37 
4 {. af. 4.9 8.0 IS 
Durchsehnitt: 5,4 + 0,90* 6,2 + 0,63 20 + 2,3 
2. Die Kontrolitiere. 

l 0 9.1 7,0 22 
1 0 8,2 11,4 20 
l 0 6.9 11.0 

2 0 11,7 6,2 17 
2 0 16,0 12,4 26 
3 0 10,7 15,1 17 
3 0 9.8 10.0 18 
3 0 8.9 RS 17 
4 0 10.2 13.0 93 
4 0 10.9 11,9 37 

Durchschnitt : 10.2 + 0,70 10,8 +- 0,83 22 + 2,2 


* Der mittlere Fehler des Mediums ist durch die Forme] 


vegeben, 
Ich danke ,.Det P. Carl Petersenske Fond” fiir wirtschaftliche Unter- 


stiitzung und Frl. Gudrun Johansen tiir ihre freundliche Hilfe. 


1 Pyrophosphat und Esterphosphat sind beide, wie beschrieben, re- 


duziert. 








Uber Bilirubinbelastungen bei Herbivoren 
unter normalen und pathologischen Bedingungen. 


Von 
Franz Heimann. 
(Aus dem Schweizerischen Forschungsinstitut fiir Hochgebirgsklima und 
Tuberkulose in Davos.) 


(Eingegangen am 16. Mai 1934.) 


Vor kurzer Zeit hat R. Heller (1) berichtet, daB er im Serum von 
normalen Tieren wie Kaninchen, Meerschweinchen und Ratten niemals 
Bilirubin nachweisen konnte, auch dann nicht, wenn die Tiere einige 
Tage unter starker Luftverdiinnung sich aufgehalten hatten. In Ver- 


folg dieser merkwiirdigen Tatsache gingen wir daher bei unseren Ver- 
suchen von der Fragestellung aus, wie sich intravenés injiziertes Bilirubin 
bei diesen Tieren unter normalen und pathologischen Bedingungen 
verhalt. Methodisch sind wir in de: Weise vorgegangen, daB Kaninchen 
und Meerschweinchen verschiedene Mengen von Bilirubin der Pharma- 
zeutisch-chemischen A.-G. Homburg intravenés injiziert  erhielten 
Die erste Blutentnahme wurde vor der Injektion, die anderen nach 
5, 10, 15, 30 und 60 Minuten vorgenommen. Eine Ausnahme machten 
die Meerschweinchen, bei denen das Blut vor und einmal nach det 
Injektion im Abstand von 5 oder 10 Minuten durch Aufsetzen dei 
Saugglocke am Ohr abgezogen wurde. 

Die erste schon sehr friihzeitige Blutentnahme war deshalb not- 
wendig, weil aus friiheren Versuchen von T'aschonoff und Vossius be- 
kannt war, daB beim Tier intravenés injiziertes Bilirubin sehr schnell 
aus dem Serum verschwindet und in der Galle erscheint. In der Tabelle | 
geben wir eine Cbersicht iiber die mit Bilirubin gespritzten Kaninchen 
und Meerschweinchen. 

Die Tabelle ist nur ein Ausschnitt aus einer Anzahl weiterer gleich- 
verlaufender Versuche. Sie zeigt, daB bei den Kaninchen nach 5, 7! , 
und 10 mg das eingespritzte Bilirubin aus dem Blute verschwunden ist 
Das Bilirubin 1laBt sich mit Hilfe der indirekten Probe von Hijman’s 
van den Bergh nicht nachweisen, dagegen ist bei 20 mg der Schwellen- 
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Tabelle E. 





Menge des Bilirubingehalt des Serums 
injizierten nach der Injektion nach 
Bilirubins 


mg 10 Min. 15 Min. 30 Min. 60 


Bilirubin 
vor der 
Injektion 


Rs 5.0 0 
a hae 7,5 D 
. a ae 10.0 iD 
20,0 440 
5,0 “ 


Kaninchen Nr. 


Meer- |Nr 


| 
sechweinchen | , 2 10,0 a 


wert erreicht, bei dem Bilirubin in quantitativ bestimmbarer Menge 
nachzuweisen ist. Bei den Meerschweinchen ist selbst bei einer Menge 
von 10mg tiberhaupt kein Bilirubin im Blute nachweisbar. 

Die erhobenen Befunde widersprechen den Ergebnissen, die Stroebe (2) 
testgestellt hat. Ihm gelang es, bei Kaninchen durch Bilirubinbelastung 
allein schon von 5 mg deutliche Ausschlaige zu erhalten. die sich auch nach 
| Stunde noch nachweisen lieBen. 

Andere Ergebnisse erziclt man, wenn die Kaninchen statt ihrer 
gewOhnlichen alkalischen Nahrung, die in der Hauptsache aus Riiben 
besteht, Hafer, Milch und Brot erhalten. Diese saure Ernihrung bedingt 
eine Aziditat der Gewebe; bereits nach einigen Tagen ist der Urin hell 
und reagiert deutlich sauer, wahrend bei alkalischer Ernahrung der 
Kaninchenharn wolkig aussieht und alkalische Reaktion zeigt. Der 
erste Versuch bei einem Kaninchen, den wir 4+ Tage nach dieser Nahrungs- 
umstellung machten, fiel negativ aus. Das Kaninchen erhielt 10 mg 
Bilirubin intravenés injiziert. Das Resultat war das gleiche, wie es in 
Tabelle I beschrieben wurde. Dagegen fielen die Ergebnisse bei den 
Kaninchen ganz anders aus, wenn man erst 8 Tage nach der Kost- 
umstellung mit den Belastungsversuchen begann, wie auch aus der 
Tabelle IL hervorgeht. 

Tabelle II. 





Menge des Bilirubingehalt des Serums 
injizierten nach der Injektion nach 
Bilirubins 


mg 5 Min. 10 Min. 15 Min. 30 Min. 60 Min 


Bilirubin 
vor der 
Injektion 


Kaninchen Nr. 5,0 Spur 4“ “ , 
) 7,5 0.475 0,2 a 7 
10.0 0,525 0.225 a) “7 

20.0 0.35 0.525 0,25 0,125 


Die Kostumstellung der Kaninchen mit nachheriger steigender 
Belastung der Bilirubinmenge ergibt ein vollkommen anderes Ver- 
halten. Nach 5 mg findet sich nach 5 Minuten schon eine Spur Rosa- 
farbung des Serums, die aber bei den folgenden Blutentnahmen nicht 
deutlicher wird, sondern wieder ganz verschwindet. Erst nach 7,5 und 














« 
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10mg laBt sich im Serum auch nach 10 Minuten noch das Bilirubin | 
nachweisen. Bei 20mg nimmt es weiter zu, in keinem Falle gelang es | 
aber, nach 30 Minuten noch die indirekte Diazoreaktion zu erzielen. 
Das Ergebnis dieser Ernihrungsversuche beim Kaninchen besteht darin, 
daB sich das Bilirubin nach Belastung nachweisen laiBt, die Tiere sich 
also ahnlich wie die Menschen verhalten, deren Nahrung infolge des 
Fleischgenusses auch eine saure ist. Dagegen gelang es nicht, im Normal- 
serum dieser Tiere die Diazoreaktion hervorzurufen. Die Differenz in 
den Befunden von Stroche und mir lassen sich méglicherweise dadurch 
erklaren, da} seine Tiere auch sauer ernahrt wurden, woriiber keine 
Angaben von ihm gemacht werden. 

Nachdem sich durch diese Versuche ergeben hatte, daB allein die 
Nahrung schon eine verinderte Reaktion im Serum bedingte, ver- 
suchten wir bei alkalisch ernahrten Kaninchen und Meerschweinchen 
durch Schaffung pathologischer Verhaltnisse, unter die wir die Leber 
versetzten, gleiche Resultate zu erzielen. Es standen uns dazu mehrere 
Methoden zur Verfiigung. Aus der Pathologie der Lebererkrankungen 


ist bekannt, dai durch die verschiedensten Schadigungen Ausfille in 
der Leberfunktion eintreten kénnen.  Fiir unsere Versuche wahlten 
wir die Phosphorvergiftung und den Aufenthalt im luftverdiinnten 
taum. Beiden gesetzten Schadigungen ist gemeinsam, dal} besonders 
an der Leber sich betréchtliche morphologische Veranderungen nach- 
weisen lassen, die in einer Verfettung der Zellen und in einer Proto- 
plasmadegeneration vor allem im Zentrum der Leberlappchen sich 
manifestieren, mehr bei den Meerschweinchen als bei den Kaninchen. 


Die Versuche wurden in der Weise ausgefiihrt, daB die Kaninchen 


und Meerschweinchen vor der Bilirubinbelastung erst 3 Tage hinter- 
einander mit 6 bzw. 3 oder 4 mg einer 1°, igen éligen Phosphorlésung 
behandelt wurden. Am vierten Tage erhielten dann die Tiere 10 mg 
Bilirubin intravenés injiziert. Die Resultate gebe ich in der Tabelle 11 
wieder. 

Tabelle IIL. 





Bilirubingehalt des Serums 


Bilirubin = Menge des nach Injektion von 10 mg nach 


Tier vor ber Phosphors ' 
injektion mg 5 Min. 10 Min. 15 Min. | 30 Min. | 60 Min. 


Kaninchen Nr. 9 4“ 6 05 0.55 - 0,40 + 
, 10 ” | 6 0.3 “W _ "W “W 
» Bw “ —ji4 0,325 _- a “ 
‘ » 10 “ | 6 0,25 ~- i] “ “ 
Meer- { Nr. 3 a 4 a (Serum leicht gelblich gefarbt) 
sthweinchen | . 4 — 4 a a 


Aus der Tabelle ergibt sich, daB die Phosphorvergiftung bei den 


Kaninchen eine Leberschidigung gesetzt haben mu, die ihren Aus- 
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druck in dem vermehrten Auftreten von Bilirubin findet, obwohl die 
fiere alkalisch ernadhrt wurden. Merkwiirdig verhalt sich nur das 
Kaninchen Nr. 10, das trotz der groBen Menge von 16mg Phosphor 
nur einen geringen Ausschlag bietet. Das Kaninchen Nr. 9 zeigte bei 
der Sektion die tpyische Verfettung der Leber. Ganz anders verhalten 
sich dagegen die mit Phosphor vergifteten Meerschweinchen, bei 
denen sich keinmal im Serum Bilirubin nachweisen lieb, obwohl 
sich bei der Sektion die gleichen typischen Veranderungen an der Leber 
fanden. Die Gallenblase sah von auben betrachtet hellgelb aus, die 
Galle selbst war heilgelb und klar, sie farbte sich bei Anstellung der 
Diazoreaktion gelblich-r6étlich, ohne daB es aber gelang, eine Ablesung 
im Kolorimeter vorzunehmen. Nur einmal war der Farbenton so intensiv 
rot, daB ein Vergleich mit dem Keil nicht mehr méglich war. 


Bei den Versuchen mit Luftverdiinnung in dem von Laubender (3) 
am hiesigen Institut beschriebenen Apparat gelang es, weder bei den 
Kaninchen noch bei den Meerschweinchen eine Verainderung des Serums 
nach Bilirubininjektion zu erzielen. Die Verdiinnungsversuche wurden 
48 Stunden ausgedehnt, in dieser Zeit hat sich bereits bei Kaninchen 
und Meerschweinchen die Leberverfettung ausgebildet. Der Unterdruck 
schwankte in den einzelnen Versuchen zwischen 330 bis 230 mm Hg. 
Die gewahlte Bilirubinmenge betrug ebenso wie bei den vergifteten 
Phosphorkaninchen und Meerschweinchen 10mg. In der goldgelben 
Blasengalle der getéteten Meerschweinchen war nach Zugabe des 
Diazoreagens und des Alkohols die Farbe auch nur’ gelblich-rétlich. 
Der negative Ausfall dieser Luftverdiinnungsversuche ist) deshalb 
merkwiirdig, weil die chemischen Verinderungen in der Leber nach 
Phosphor und Luftverdiinnung fast die gleichen sind, 


In einer letzten Versuchsreihe versuchten wir auf experimentellem 
Wege ein dem himolytischen Ikterus ahnliches Krankheitsbild durch 
Vergiftung mit Pyrodin zu erzeugen. Dabei wandten wir die gleiche 
Versuchsanordnung an, wie ich (4) sie in einer friiheren Arbeit bereits 
beschrieben habe. Das Kaninchen erhielt pro 500 ¢ Koérpergewicht 
0.01 g in Form einer 1°, igen wasserigen Pyrodinlésung taglich injiziert, 
bis der Hamoglobingehalt um etwa 55 bis 70°, gesunken war. Neben 
der taglichen Hamoglobinbestimmung wurde das Serum auch auf seinen 
silirubingehalt untersucht, weil bei dem menschlichen himolytischen 
Ikterus das Bilirubin in indirekter Form vorhanden ist, wenn auch nicht 
Bilirubinwert und Anamie parallel gehen. Auf dem Hoéhepunkt der 
Vergiftung erhielt das Kaninchen, dessen Resultate ich in der Tabelle IV 
wiedergebe, 10 mg Bilirubin intraven6s injiziert. 


Injektion von 10mg _ Bilirubin ergibt nach 5 Minuten  lediglich 
eine leichte rosa Farbung, die aber nach 10 Minuten bereits wieder 
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Tabelle IV. 





Hamoglobingehalt 


Tier Bilirubingehalt Menge des Pyrodins 
SO 7] 
. 5eem 1° ,ige Losung 
63 “ Ss .. 3 
P = 5D - ae ~ 

Kaninchen Nr. 11 ‘ - i 
43 - Dor 
3 “ 
35 “ 5 eem 1°, ige Losune 
30 “ 





verschwunden ist. Bei einem anderen Tiere, das in der gleichen Weis: 
vergiftet wurde, sank der Hamoglobingehalt von 60 auf 16°,. Bei 
diesem niedrigen Wert bekam das Tier 20 mg Bilirubin injiziert, wei! 
wir annahmen, daB vielleicht diese Menge sich nachweisen lieBe. Die 
Blutentnahmen in Abstainden von 5 Minuten nach der Injektion ergaben 
jedoch immer ein negatives Resultat. Auch 2 Tage spater findet sich 
im Serum ohne Belastung noch kein Bilirubin. Dagegen lieB sich im 
Urin auf dem Hoéhepunkt der Vergiftung Urobilinogen nachweisen. 

Dieser Befund bei den Kaninchen fallt ganz aus dem Rahmen der 
sonst beim hamolytischen Jkterus vorkommenden Erscheinungen. 
Vergiftungen mit Toluylendiamin, Phenylhydrazin oder Pyrodin rufen 
bei Vorhandensein der Leber sonst eine maximale Steigerung in der 
Bilirubinbildung hervor. Nur beim leberlosen Tier tritt sie kaum in 
Erscheinung. Vergiftungen mit diesen Pharmazis beim Hunde ergeben 
eine schwere Bilirubinimie. Es war deshalb zu priifen, ob diese Ver- 
iinderung bei toxischen Anaimien, wie sie beim Hunde erzielt wurden, 
auch durch eine Kostumstellung im Sinne der sauren Ernahrung beim 
Kaninchen zu erreichen war. Die Ergebnisse fielen negativ aus, es 
ergaben sich die aus Tabelle IV ersichtlichen Resultate. Auf dem 
Hoéhepunkt der Vergiftung bei einem Hamoglobingehalt von 24°, 
erhielt das Tier 20 mg Bilirubin intravenés. Da der Versuch positiv 
ausfiel im Sinne einer Bilirubinimie, so wurden am nachsten Tage zur 
Kontrolle 10 mg injiziert. Aus Tabelle V ergeben sich die einzelnen 
Werte. 

Tabelle V. 





Haimoglobin- | Bilirubin- Bilirubingehalt des Serums nach 
Tier gehalt injektion $$ -—— 
0/5 mg 5 Min. 10Min. 15 Min. 30Min. 60 Min. 
Kaninchen Nr. 12 24 20 12 0,825 0,325 4 7 
a 12 26 10 0,4 0,325 0,275 6 “ 


In beiden Versuchen la4Bt sich bei dieser sauren Ernahrung des 
‘Tieres im Gegensatz zu den alkalisch gefiitterten Kaninchen Bilirubin 
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m Serum nachwetsen. Die Umstellung der Kost bewirkt also die gleiche 
Veranderung wie bei den Carnivoren. Diese Differenz in den Befunden 
wi verschiedener Ernaihrung ist von prinzipieller Bedeutung. weil 
sie darauf hinweist, daB die Leberzellen auf ein gewisses Ausscheidungs 
vermégen in wechselnder Breite eingestellt sind. Man mu annehmen, 
daB bei alkalischer Ernaihrung die Verarbeitung des Bilirubins in dei 
Leber sehr schnell geschieht und dieses zu Biliverdin oxvdiert wird, 
wihrend bei saurer Ernahrung der Gallenfarbstoff nicht so schnell nach 
Belastung umgewandelt wird. Trotzdem bleiben auch bei dieser Kost 
Unterschiede zu den von Stroche erhobenen Befunden hinsichtlich der 
Dauer des Nachweises von Bilirubin im Serum bei Kaninchen und 
Menschen. Wesentlich ware festzustellen, ob die Serumstruktur bei 
den Herbivoren eine andere ist als bei den Omnivoren, win daraus 
Riicksehliitsse auf die Verweildauer des Farbstoffes ziehen zu kénnen. 
Nach v. Bergmann (5) ist die Eliminierung des Bilirubins beim Menschen 
von dem Zustande der Leberzellen abhangig, die Serumstruktur stellt 
nach seiner Auffassung keinen wesentlichen Faktor fiir die Verweil- 
dauer dar. Anderer Ansicht ist Bennhold (6), nach ihm binden sich die 
Farbstoffe an die feindisperse Phase des Eiweifbes an das Albumin und 
werden deshalb sehr langsam ausgeschieden. Danach miifte sich in 
unseren Versuchen an den alkalisch ernahrten Tieren eine Verschiebung 
zugunsten der grobdispersen Phase unter Verminderung der Albumine 
ergeben haben, weil sonst das schnelle Verlassen des Farbstoffes nicht 
zu erklaren ware. 
Zusammenfassung. 

1. Bei normal alkalisch erndihrten Kaninchen laBt sich Bilirubin 
erst nach Belastung mit 20 mg Bilirubin in quantitativ bestimmbare: 
Form im Serum nachweisen. Bei Meerschweinchen, bei denen gleich- 
falls in der Norm kein Bilirubin zu finden ist, gelingt es selbst bei Be- 
lastung bis zu 10mg auch kein Bilirubin nachzuweisen. 

2. Bei sauer ernihrten Kaninchen geniigt eine Belastung mit 5 mg 
Bilirubin zur Auslésung der indirekten Diazoreaktion, die aber deutliche: 
erst bei 7,5 mg und mehr wird, so daB die Menge quantitativ kolori- 
metrisch bestimmt werden kann. 

3. Durch Vergiftung mit 1 °,iger 6liger Phosphorl6sung bei alkalisch 
ernahrten Kaninchen kann nach Belastung mit 10mg Bilirubin die 
indirekte Diazoreaktion ausgelést werden. Dagegen findet sie sich 
nicht bei ebenso vergifteten Meerschweinchen. 

4. Nach Luftverdiinnung ergibt sich auch nach Belastung mit 
gréBeren Bilirubinmengen keine Diazoreaktion bei Kaninchen und 
Meerschweinchen. 

5. Pyrodinvergiftung beim normal alkalisch ernahrten Kaninchen, 
im Sinne der Ausbildung eines hamolytischen Ikterus, ergibt) nach 
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Bilirubinbelastung keine Reaktion, wahrend beim = sauer ernahrten 
Kaninchen die indirekte Diazoreaktion deutlich ist und die Menge des 
Serumbilirubins quantitativ bestimmbar wird. 
6. Die Abhangigkeit der Diazoreaktion vom Zustande der Serum 
struktur bei alkalisch und sauer ernahrten Kaninchen wird diskutiert 
Es ist mir ein Bedirtnis, Herrn Prof. A. Loewy fiir seine freundlich: 
Aufnahme an seinem Institut und fiir seine bereitwillige Unterstiitzung 


bei der Arbeit meinen besten Dank auszusprechen. 
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Die lyotrope Reihe bei der Quellung und ihre Ausbreitung 
auf organische, auch nicht ionisierende Substanzen’. 
X Mitteilung: 
KinfluB von Benzolderivaten mit zwei oder mehr hydrophilen Gruppen aul 
die Quellung von Stirke (Kartoffelstirke). 
Von 
4. R. Katz, A. Weidinger und F. J. F. Musehter jr. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Amsterdam.) 


(Eingegangen am 16, Mai 1933.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 
1. Einleitung. Verschiedene Wirkung der einzelnen hydrophilen Gruppen. 


In der VI. Abhandlung dieser Reihe? haben wir gesehen, dab bei 
Benzolderivaten mit einer hydrophilen Gruppe die einzelnen Substanzen 
wahrscheinlich nicht in der gleichen Art polar adsorbiert werden 
Phenol, wurde gefunden, liegt vermutlich mit der hydrophilen Gruppe 
zum Starkemicell gekehrt; Benzolsulfonat, Benzoat und Anilin liegen 
vermutlich umgekehrt mit der hydrophilen Gruppe zum Wasser ge- 
wandt. Anscheinend ist nun auch die Wirkung der Benzolderivate mit 
zwei hydrophilen Gruppen verschieden, je nachdem dieselben Hydroxyl- 


oder andere Gruppen sind. Wiederum sind auf den Abszissen wenn 
nicht anders erwahnt molare Konzentrationen angegeben: auf den 
Ordinaten sind die Verkleisterungstemperaturen eingetragen. Alle 


Versuche wurden wiederum bei einem py von 6,7 bis 6.8 ausgefiihrt: 
die Sauren wurden auch hier als Natriumsalze untersucht. Die Versuchs- 
technik war die gleiche, wie in der ersten Abhandlung dieser Reihe 
beschrieben®. 
2. Zwei oder drei gleiche hydrophile Gruppen. 
a) Zwei und drei Sulfosduregruppen (Abb. La). 
Es konnten verglichen werden: Benzoldisulfonat (1,3) und Benzol- 
trisulfonat (1, 3,5) mit Benzolsulfonat. In Abb. la sind die Versuchs- 


1 1X. Abhandlung der Reihe, diese Zeitschr. 262, 355, 1933. 
2 VI. Abhandlung der Reihe, ebenda 261, 15, 1933. 
3 1. Abhandlung der Reihe, ebenda 257, 385, 1933. 
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Einflu{ von aromatischen Substanzen mit zwei gleichen hydrophilen Gruppen. 


» zwei Carboxylgruppen. 
d zwei phenolische Hydro 


a zwei Sulfosiuregruppen. 
c¢ zwei Aminogruppen. 


xylgruppen. 


der Autoren geteilt, ob bei Problemen der Lyotropie die Darstellung 
der Ergebnisse in molaren oder in aquivalenten Konzentrationen dice 
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richtigere ist. Wir haben darum beide angefiihrt. Ob man nun die 
Konzentrationen so oder so angibt, jedenfalls schwacht cie Einftihrung 
einer zweiten hydrophilen Gruppe die quellungsférdernde Wirkung 
erheblich, die Einfiihrung einer dritten solchen Gruppe noch viel starker. 
Dieses Ergebnis stimmt durchaus iiberein mit demjenigen, zu dem wit 
in der vorigen Abhandlung bei aliphatischen Substanzen mit zwei 
hvdrophilen Gruppen gekommen sind!. Bemerkenswert scheint uns, 
daB bei kleinen Konzentrationen das Di- und das Trisulfonat schwach 
quellungshemmend wirken; bei gr6Beren Konzentrationen fordern aber 
auch diese Substanzen die Quellung stark. o- und p-Disulfonat standen 
uns leider nicht zur Verfiigung. 


b) Zwei und mehr Carboxrylgruppen (Abb. 1b). 

Verglichen wurden: Phthalat (1, 2), Isophthalat (1, 3), Terephthalat 
(1,4), jedes mit zwei Carboxylgruppen; Benzoltricarbonat (1, 3, 5) 
mit drei, Benzolhexacarbonat? mit sechs und Benzoat mit einer Car- 
boxylgruppe. In der Abb. 1b sind die gefundenen Zahlen eingetragen 
worden, in gewOhnlichen Linien in molarer, in gestrichelten Linien in 
iquivalenter Konzentration. Wie wir sehen, schwacht eine zweite 
Carboxylgruppe die quellungsférdernde Wirkung wiederum erheblich 
ab — unabhiangig davon, wie man die Konzentration ausdriickt —, aber 
die Wirkung bleibt doch noch quellungsférdernd. Die Schwachung 
scheint etwas kleiner zu sein als bei zwei Sulfosiuregruppen. Drei Car- 
boxylgruppen machen aber die Substanz zu einer stark quellungs- 
hemmenden, sechs Carboxylgruppen zu einer gleichfalls stark quellungs- 
hemmenden 4, also wiederum das erwartete Ergebnis. 

Bemerkenswert ist bei den Substanzen mit zwei Carboxylgruppen 
der EinfluB der Stellung beider Gruppen (ortho, meta oder para). Da 
die Kurven sich bei etwa einmolarer Konzentration schneiden, ist es 
nicht einfach, das Ergebnis in Worte zu fassen. Bei Konzentrationen 
bis I mol. gilt fiir die relative Intensitét der quellungst6rdernden Wirkung 
p> m > 0; sie ist daher bei der Orthoverbindung am schwachsten. 


c) Zwei Amidogqruppen (Abb. le). 

Die Benzolderivate, welche zwei Amidogruppen als Seitenkette 
tragen Phenylendiamine —, reagieren in wasseriger Losung neutral, 
ahnlich wie Anilin. Es soll aber nochmals besonders erwahnt werden, 
daB sie alle bei einem py von 6,7 bis 6,8 untersucht worden sind, so dal 
jedenfalls keine Wirkung von freiem Alkali vorliegt. Wie die Abbildung 


' 1X. Abhandlung der Reihe, diese Zeitschr. 262, 355, 1933. 

2 Mellithsaures Natrium. 

3 Beim Benzolhexacarbonat hat es wesentlichen EinfluB auf die Lage 
der Kurve, ob man die Konzentration molar oder aquivalent angibt; siehe 


Abb. Ib. 
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zeigt, schwicht Einfiihrung einer zweiten hydrophilen Gruppe auc! 
hier die quellungsférdernde Wirkung der ersten: aber diese Schwachung 
ist wiederum schwiacher als bei zwei Carboxylgruppen. 

Bei 1, 2-Stellung wirken zwei Amidogruppen ungefaihr gleich star! 
wie eine. Bei 1, 3-Stellung wird die quellungsférdernde Wirkung ziemlic! 
stark abgeschwacht. Die Paraverbindung liegt zwischen Ortho und Meta 
Die Reihenfolge der quellungsf6rdernden Wirkung ist hier anders als vorhe: 
beschrieben, namlich o > p> mi: sie ist daher bei der Metaverbindun: 


am schwachsten. 


d) Zwei und drei phenolische Hydroxylgruppen (Abb. 1d). 
Verglichen wurden die Substanzen mit zwei Hydroxylgruppen 
Pyrocatechin (1,2). Resorcin (1,3), Hydrochinon (1,4): mit der 
Substanzen mit drei Hydroxylgruppen: Pyrogallol (1, 2, 3), Phloro 
glucin (1, 3,5) und mit Phenol, das nur eine Hydroxylgruppe tragt 
Zur bequemen Unterscheidung sind beim Pyrogallol und beim Phtloro 
glucin die beobachteten Punkte durch Kreuzchen dargestellt worden 
Wahrend wir bei den vorher genannten fiinf Gruppen von aromatischen 
Substanzen eine Schwichung der quellungsfirdernden Wirkung  beob- 
achtet haben, ist dieselbe bei den Polyphenolen abwesend bzw. nicht siche: 
festzustellen. Die quellungsférdernde Wirkung des Phenols wird kaum 
verindert (gelegentlich anscheinend noch etwas verstiarkt) durch 
Einfiihrung einer zweiten bzw. dritten Hydroxylgruppe. Jedenfall- 
liegen die beobachteten Unterschiede eng an der Grenze der Beob- 
achtungsfehler. 
Bei den Substanzen mit zwei Hydroxylgruppen hat die Paraverbinduny 
(das Hydrochinon) die sechwachste quellungsférdernde Wirkung. 


e) Zusammentassender Vergleich der Wirkung ciner zweiten gleichen 
hydrophilen Gruppe. 

In der VI. Abhandlung dieser Reihe haben wir gesehen, dab be: 
der Anwesenheit von nur einer hydrophilen Gruppe die Intensitat det 
quellungstérdernden Wirkung nach der Reihenfolge liegt: Phenol! 

- Anilin > Benzoat > Benzolsulfonat. Wie wir jetzt sehen, liegt 
die Schuvichung dieser quellungsférdernden Wirkung bei Einfiihrung 
einer zweiten gleichen hydrophilen Gruppe deutlich nach der gleichen 
Reihenfolge. Bei zwei phenolischen Hydroxylgruppen ist die Schwdchung 
praktisch abwesend. 


3. Zwei verschiedene hydrophile Gruppen. 


a) Eine Sulfosdure- und eine Carboxrylaruppe (Abb. 2a). 


Die drei Sulfobenzoate (0, m, p) wurden mit Benzoat und mit 
Benzolsulfonat verglichen. Ersichtlich wird die quellungsférdernd: 
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Wirkung durch Einftihrung einer zweiten Sauregruppe geschwacht, und 
zwar erheblich geschwacht. Dabei ist charakteristisch, daB bei allen drei 
Sulfobenzoaten die Kurven oberhalb derjenigen der beiden Substanzen 
mit bloB einer hydrophilen Gruppe (Benzoat, Benzolsulfonat) liegen. 

Auffallig starken EinfluBb hat bei den Sulfobenzoaten die Stellung 
der beiden hydrophilen Gruppen. Der Unterschied zwischen den o-, m- 
und p-Verbindungen ist viel ausgesprochener als bei den Substanzen mit 
zwei anderen verschiedenen Gruppen. Die Reihenfolge in der Intensitiit 
der quellungsférdernden Wirkung ist hier auffilligerweise die gleiche wie 
bei zwei Carboxylgruppen: p > m > 0; die Orthoverbindung wirkt am 
schwachsten quellungsférdernd. 


bh) Eine phenolische H ydroxylgruppe und eine Sulfosdure- oder Carboxr ylgru pp: 
(Abb. 2b). 

Die drei Oxybenzoate haben alle drei stairkere quellungsférdernde 
Wirkung als Benzoat, aber schwachere als Phenol; ihre Kurven liegen 
daher charakteristisch zwischen denen der beiden Substanzen mit 
bloB einer hydrophilen Gruppe. Ahnlich liegt beim p-Oxybenzolsulfonat 
die Kurve zwischen denen vom Phenol und vom Benzolsulfonat: die 
o- und m-Verbindung stand uns nicht zur Verfiigung. 

Die quellungst6érdernde Wirkung liegt bei den Oxybenzoaten nach der 
Reihenfolge: 0 > m > p; die Wirkung ist daher bei der Orthoverbindung 
(dem Salicylat) am starksten, bei der Paraverbindung am schwiaichsten. 
Der Unterschied zwischen 0, m und p ist schon weniger gro! als bei den 
Sulfobenzoaten. 


c) Eine phenolische Hydroxyl- und eine Amidogruppe (Abb. 2c). 

Die Amidophenole reagieren neutral; sie wurden bei einem py 
von 6,7 bis 6,8 untersucht. Leider sind die Ortho- und Paraverbindung 
nur wenig léslich: m-Amidophenol ist aber ziemlich gut léslich. Die 
Schwichung der Wirkung des Phenols durch Einfiihrung einer zweiten 
hydrophilen Gruppe ist nur gering, wesentlich kleiner als bei den Oxy- 
benzoaten und beim p-Oxybenzolsulfonat; die Kleinheit dieser Schwa- 
chung erinnert an die noch kleinere Schwachung bei den Polyphenolen. 

Die quellungsf6rdernde Wirkung liegt nach der Reihenfolge p > 0 > m, 
ist daher bei der Metaverbindung am schwiichsten: man vergleiche damit 
Abb. le, aus der hervorgeht, daB von den Phenylendiaminen die Meta- 
verbindung den schwachsten EinfluB hat. Die Intensitat der Wirkung 
liegt bei den drei isomeren Amidophenolen auffallig wenig auseinander. 


d) Eine Amidogruppe und eine Sulfosdure- oder Carboxylqruppe 
(Abb. 2d). 

Verglichen wurden die drei Amidobenzoate (0, m, p) mit Anilin 
und mit Benzoat, und die drei Anilinsulfonate mit Anilin und mit 
Benzolsulfonat. Bei den Amidobenzoaten ist die Wirkung der Ortho- 
und Paraverbindung kaum von der des Benzoats zu unterscheiden: 
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dagegen vermindert m-Amidobenzoat die quellungsférdernde Wirkung 
des Benzoats schon erheblich deutlicher. Zur bequemen Unterscheidung 
der Kurven sind die Punkte fiir Benzoat mit Kreuzchen gezeichnet. 
Bei den Anilinsulfonaten ist die Schwachung der quellungstérdernden 
Wirkung des Benzolsulfonats klein, aber deutlich. 

Sowohl bei den Amidobenzoaten wie bei den Anilinsulfonaten 
liegen die Kurven — ahnlich wie bei den Sulfobenzoaten oberhalb 
der Kurven der am schwachsten wirkenden der beiden Verbindungen 
mit einer hydrophilen Gruppe. 

Die Reihenfolge der quellungsférdernden Wirkung ist bei den Amido 
benzoaten: 0, p> m; bei den Anilinsulfonaten: o > p> mm. Also ist sie 
in beiden Fallen bei der Metaverbindung am schwachsten, wie anscheinend 
immer, wenn eine der beiden hydrophilen Gruppen eine Amidogruppe ist. 


€) Zusammeniassender Vergleich der Wirkung von zwei verschicdenen hydro- 
philen Gruppen. 

Benzolderivate mit zwei verschiedenen hydrophilen Gruppen 
wirken daher verschieden, je nachdem die eine Gruppe ein phenolisches 
Hydroxyl ist oder nicht. Im erstgenannten Falle (OQH-Gruppe mit 
einer CO,Na-, SO,Na- ev. NH,- Gruppe) ! 
liegen die Kurven zwischen denen der beiden 





Substanzen mit nur einer hydrophilen Gruppe. 







Im zweitgenannten Falle liegen die Kurven 
oberhalb der obersten der beiden Kurven. intepie 
acetat 


4. Eine Hydroxyleruppe in der Seitenkette. 59} 


Abb. 3 zeigt vergleichend die Wirkung 
der Natriumsalze von Phenyvloxyessigsiure — y, 
(Mandelsiure, inaktiv) und von Phenylessig- 
siure. Hier gibt Einfiihrung einer zweiten 


hvdrophilen Gruppe wiederum die gew6hnliche = “0 
starke Schwachung der quellungsférdernden Abb. 3. 
Wirkung. Es liegt ja auch kein phenolisches Kinflu6 einer Hydroxyl- 
Hydroxy! vor, sondern ein aliphatisches. — trate gua = 


5. Parallele mit den elektrokapillaren und Adsorptionsversuchen 
A. Frumkins. 


Wir haben gesehen, daB die Polyphenole eine typische Ausnahme 
hilden von der Regel, daB Einfiihrung einer zweiten hydrophilen Gruppe 


' Die Kurve von Metaamidophenol liegt aber hoher als die Kurven 
von Phenol und von Anilin; die Amidogruppe steht hierin wie in det 
Intensitat ihrer Wirkung zwischen den Séuregruppen einerseits, der 
phenolischen Hydroxylgruppe andererseits. 
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die quellungsférdernde Wirkung schwacht. Es ware daher zu erwarten - 
auf Grund der von uns gefundenen Parallele mit den elektrokapillaren 
Versuchen, die das Hauptergebnis der vorangegangenen Arbeiten dieser 
Reihe bilden —-, daB dort eine ahnliche Ausnahmestelle der Polyphenole 
gefunden wird. 

Tatsachlich hat nun auch A. Frumkin bei der Adsorption an der Grenz 
flache Wasser—Quecksilber eine ganz besondere Adsorption festgestellt. 
Die einzelnen Phenole verhalten sich an der Grenztliche Wasser—Luft 
und an der Grenzfliche Wasser—Quecksilber ziemlich verschieden. Bei 
Luft geben die Phenole positive und die Polyphenole negative Aufladung 
und eine viel gréBere Erniedrigung der Grenzflachenspannung. Man kann 
auch zeigen, dai die adsorbierten Molekiile im letztgenannten Falle viel 
enger gepackt liegen; auffallig ist auch, wie stark die Anwesenheit de- 
Quecksilbers die Unterschiede zwischen den einzelnen Isomeren reduziert. 
welche bei Luftt——-Wasser beobachtet worden sind. Die negative Aufladung 
muB wohl von der OH-Gruppe stammen; denn Benzol selbst gibt eine posi 
tive Potentialdifferenz. Es ist wohl nicht méglich, schlieBt Frumkin, die 
hohe Adsorbierbarkeit der Polyphenole an der Grenzfliche Wasser— Queck 
silber anders zu erkléiren als durch die Annahme, dai die OH-Gruppen 
der Phenole vom Wasser abgewandt, dem Quecksilber zugewandt liegen! 
Die gleiche Orientierung haben sie wahrscheinlich bei der Adsorption 
an Kohle?. 

Wenn diese letzten Schliisse richtig sind, miissen wir wahrscheinlich 
ebenso annehmen, daB an den Stirkemicellen die OH-Gruppen det 
Polyphenole vom Wasser abgewandt, der Starke zugewandt liegen 
da®B daher auch in diesem Falle an die Méglichkeit einer chemischen 
Einwirkung zu denken ist. Man vergleiche die auffallige Tatsache, dali 
Phenole und Polyphenole nahezu die gleiche quellungsférdernde Wirkung 
haben, mit dem Ergebnis der elektrokapillaren Untersuchungen, dali 
Phenol, Brenzcatechin, Resorein, Hydrochinon und Pyrogallol bei 
Quecksilber nahezu die gleiche Aufladung (— 0,15 bis 0,25 Volt) 
und nahezu die gleiche Erniedrigung der Grenzflichenspannung geben 
(waihrend diese GréBen bei Wasser—Luft fiir die einzelnen Phenole 
sehr verschieden sind). 

Bei den iibrigen Benzolderivaten mit zwei oder drei hydrophilen 
Gruppen liegen leider noch keine elektrokapillaren Versuchsergebnisse 
vor, welche man zum Vergleich mit den bei der Stirke beobachteten 
quellungsférdernden Substanzen gebrauchen kénnte. Uber die relative 
Intensitét der Adsorbierbarkeit bei o-, m- und p-Verbindungen mit 
zwei hydrophilen Gruppen liegt leider auch kein geniigendes vergleich- 
bares elektrokapillares Versuchsmaterial vor. Auf diese bedauerns- 
werte Liicke in unseren Kenntnissen mag hingewiesen werden. 


1 4. Frumkin, Coll. Symp. Ann. 7, 97, 1930. 
2 Derselbe, Rec. trav. chem. 48, 288, 1929. 
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Wire diese Liicke ausgefiillt, so kénnte man eine fruchtbare Analyse 
der relativen Intensitat der Quellungstérdernden Wirkung von o-, m-, 
p-Verbindungen vornehmen. Wiirden die Reihenfolgen mit derjenigen der Ad 
sorbierbarkeit tibereinstimmen, so wiirde man annehmen, das auch hier die Ad- 
sorbierbarkeit in erster Linie die quellungst6rdernde Wirkung tiberwiegend 
bestimmt !; eventuelle Abweichungen der Reihenfolge wiirde man versuchen, 
der verschiedenen hydrophilen Wirkung pro adsorbiertes Mol zuzuschreiben. 
Gerade die Reihentolge der drei Isomeren ware ein dankbares Objekt fin 
eine solche Analyse. Wir haben darum schon jetzt ausfiihrliches Versuchs 
material Uber die relative quellungsf6rdernde Wirkung der drei Isomeren 
veréffentlicht, in der Erwartung, dai dann bald von anderer Seite die 
elektrokapillaren Versuche ausgefiihrt werden, 


' Siehe IX. Abhandlung. diese Zeitschr. 262, 355. 1933. 








Uber die Verwertung 
aliphatischer Siuren durch niedere pflanzliche Organismen. 


Von 
Otto Fiirth und Eduard Herbert Majer. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Wiener Universitat.) 


(Eingegangen am 18, Mai 1933.) 


Aus alteren Forschungen, unter denen diejenigen der Zuntzschen 
Schule in Berlin im Vordergrunde stehen, geht bekanntlich hervor, 
daB die Cellulose im Darm einer Gdrung unterliegt, wobei, neben Methan 
Kohlensiure und Wasserstoff namentlich niedere Fettsduren, wie Essig- 
siiure, Buttersiure und Valeriansiure entstehen. Abhnliches gilt an- 
scheinend auch fiir die Verwertung der Pentosane im Organismus!. 

Der Standpunkt, den die moderne Ernahrungsphysiologie diesem 
Problem gegeniiber einnimmt, wird von EE. Mangold? folgendermaben 
formuliert: Da die Natur herbivoren Tieren nicht die Fahigkeit verliehen 
hat, zelluloselésende Fermente zu bilden, so hat sie ihnen doch Bakteries 


Cellulose vergaren, hierdurch die Zellwande auflésen, dabei neben Gargasen 
organische Sduren bilden, die das Wirtstier verwerten kann. Die Bakterien 
bauen in ihrer Leibessubstanz EiweiB auf, das der Pflanzenfresser mit det 
Bakterienmasse verdaut. Neben den bakteriellen Vorgéngen vollziehen 
sich aber auch biologische Vorgiinge anderer Art. So treiben im Gastrointe 
stinaltrakte von Wiederkauern Jnfusorien von etwa 30 verschiedenen Arten 
ihr Wesen. Diese Infusorien, die zu durchschnittlich einer Million in jeden 
Kubikzentimeter Panseninhalt vorkommen, bilden neben der Bakterien- 
flora eine spezifische Fauna. 

Wie werden nun die bei allen diesen Vorgdngen im Vordergrund: 
stehenden Fettsiuren vom Wirtstier verwertet? Aus Studien, die wir 
kiirzlich tiber die Kohlenhydratspeicherung in der Leber mit Speck 
gefiitterter Ratten veréffentlicht haben*, ging zwar das Glykogen- 


1 O. Fiirth u. P. Engel. diese Zeitschr. 237, 159, 1931. 
2 BE. Mangold, Med. Klin. 1932, Nr. 39. 
3 O. Fiirth u. E. H. Majer, Piliigers Arch. 230, 475, 1932. 





gegeben, die sie in ihren Verdauungsraumen beherbergen und welche die 
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bildungsvermégen der Gdrungsmilchsdure deutlich hervor, dagegen 
ergab sich kein Anhaltspunkt dafiir, daB auch die Lssigsdiurc, Butter- 
sdure, Bernsteinsdure und Valeriansdure als Substrat fiir einen Kohien- 
hydrataufbau im Organismus dienen kénne. Daher riickten fiir die 
Verwertung derselben zweierlei Méglichkeiten in den Vordergrund: 
Entweder sie werden aus dem Darm resorbiert, im Organismus irgendwie 
verwertet und vielleicht zu Fett aufgebaut: oder aber die organischen 
Sauren werden als solche von Mikroorganismen assimiliert und zum 
Aufbau threr Leibessubsianz verwertet, um, wenn diese Mikroorganismen 
dann absterben und verdaut werden, den Wirtsorganismen auf. in- 
direktem Wege zugute zu kommen. Nach neuen Untersuchungen 
des Londoner Lister-Instituts!, die in neuen Versuchen des einen yon 
uns gemeinsam mit H. Reisner? eine Bestitigung finden, darf auch 
die Bernsteinsdure als Glykogenbildner bei der Ratte gelten; nach 
Versuchen von H.C. Eckstein? und der Vorgenannten wohl auch die 
Propionsdure. Doch klafft eine groBbe Liicke in unserem Wissen hin- 
sichtlich der Frage, welche von den hier physiologisch in Betracht kommen 
den niederen aliphatischen Sduren von Mikroorganismen tatsdchlich 
leicht assimiliert und zum Authau ihrer Leibessubstanz verwertet werden 


konnen. 


Diese Wissensliicke einigermaBen auszufillen, war der Zweck 
vorliegender Versuche. Da niedere pflanzliche Organismen (Schimmel- 
pilze und Bakterien) auf anorganischen Nahrbéden zu wachsen und 
gedeihen vermégen, die als einzige organische Substanz hohe Fettsduren 
(wie Olsiure, Stearinsiure, Ricinolsiure, Linolsiure, Oxystearinsiiure) 
enthalten, ist schon vor einem Vierteljahrhundert von dem einen von 
uns gemeinsam mit Carl Schwarz* dargetan worden. 


Trotzdem die Literatur itiber Nahrsubstrate fiir niedere pflanzliche 
Organismen und insbesondere tiber die Rolle verschiedener Substanzen 
als Stickstoffquellen umfangreich und kaum iibersehbar ist, fanden 
wir fiir die uns speziell interessierende Frage, inwieweit namlich niedere 
aliphatische Sauren dem Aufbau von pflanzlichen Mikroorganismen zu 
dienen vermégen und welche von denselben am besten assimiliert 
werden, nur sparliche und widersprechende Angaben und diese mehr 
qualitativer als quantitativer Art, vor allem aber infolge nicht aus- 
reichender Beachtung der Wasserstoffionenkonzentration kaum unter 
einander vergleichbar. 


1 A. Ph. Ponsford u. J. Smedley-Mac Lean, Biochem. J. 26, 1340, 1932. 

2 BE. H. Majer u. H. Reisner, im Druck befindlich. 

3 H.C. Eckstein, Proc. Soc. Exp. Biol. 29, 160, 1931. 

4 O.¢. Firth u. C. Schwarz, Arch. di Fisiologia 7. dedicato a Giulio 
Fano, 442, 1909, 
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Naegeli und Low! tanden das Wachstum von Schimmelpilzen aut 
sporenbesaten, anorganischen Nahrboden bei Zusatz von essigsaurem, 
hernsteinsaurem und weinsaurem Ammon ungetahr gleich lebhaft; allerdings 
unvergleichlich schwacher als bei Zusatz salmiak-, leucin- oder eiweil- 
haltiger Zuckerlésungen. Nach Stutzer* konnten Schimmelpilze auf an, 
organischen Nahrbéden ihren Kohlenstoff aus zugesetzter Essigsdure 
Milchsdure, Bernsteinsdure, Apjelséure und Citronensdure, nicht aber aus 
Ameisensdure, Buttersdure und Valeriansdure beziehen. Bokorny*® fand dik 
n-Buttersaéure fiir das Wachstum von SproSpilzen viel giinstiger als die 
Isobuttersdure. Die Valeriansdure fand er in gréBeren Konzentrationen 
entwicklungshemmend. In gréBeren Verdiinnungen allerdings erwies sic 
sich fiir manche Bakterien als eine wenn auch schlechte Kohlenstoffquelle. 
Untersuchungen von Dow? sind recht lehrreich, da sie uns zeigen, in wie 
hohem Mabe wiahlerisch pflanzliche Mikroorganismen in bezug auf ihre 
Kohlenstoffquellen sind. Der Autor verglich einige stereoisomere zwei 
basische Saéuren, und zwar Fumar- und Maleinsdure einerseits, Itacon-, 
Citracon- und Mesaconsdure andererseits, welch letzteren allen das Kohlen- 

C—C—C 


stotfskelett eigentiimlich ist. Unter diesen Sauren, welche alle 


C—C 
in halbmolekularer Lésung threr sauren Ammoniumsalze zur Anwendung 
gelangten, wurde von Penicillium und Aspergillus nur die Fumarséure als 
Kohlenstoffquelle angenommen. Nach feichel> schadigt freie Essigsdure 
das Wachstum von Penicillium glaucum, und das Mycel driickt dabei selbst - 
tatig die Aziditat des Mediums herab. Boéseken und Waterman® fanden bei 
ihren Studien tiber die Entwicklung von Penicillium die Konzentration 
des optimalen Wachstums fiir die Essigsdure relativ hoch, fiir Propionsdure, 
Buttersdure und Valeriansdure aber ungleich niedriger. Die Sduren Cy,—C, 
sollen in sehr schwachen Konzentrationen ein gutes Pilzwachstum gestatten, 
bei steigender Konzentration macht sich aber bald ihre Giftigkeit geltend. 
Bei den héheren Sduren von Cy, macht ihre geringe Wasserléslichkeit die 
Assimilation schwierig. Die hemmende Wirkung der freien Oxalsaure, 
Milchsaéure, Malonsaéure und Weinsaure hangt mit der Wasserstoffionen- 
konzentration ihrer Lésungen zusammen. A/esel? gab an, daB die Giftigkeit 
niederer Fettsauren fiir Schimmelpilze mit der Zahl der in ihnen enthaltenen 


Kohlenstoffatome zunimmt, angeblich intolge von Veranderungen der 


Zellpermeabilitat. Valertansdure und Capronsdure sollen Aspergillen gegen- 
iiber giftiger sein als die arsenige Saéure. Die Propionsdure ist bedeutend 
weniger giftig, und noch weit ungiftiger ist die Wilchsdure. Bach® bezeich- 
nete die Ammoniumsalze der Ameisensdure, Essigsdure, Propionsdure und 
Buttersdure als gute Stickstoffquellen fiir Aspergillus repens. 


Nageli u. Low, J.f. prakt. Chem., N. F., 21, 105, 1880. 
Stutzer, Zeitschr. f. phys. Chem. 6, 572, 1882. 
Bokorny, Milch-Zeitung 26, 18, 1897, zit. nach Chem. Centralbl. 
S97, I, 327. 
A.W. Dox, J. of biol. Chem. 8, 265, 1910. 
J. Reichel, diese Zeitschr. 30, 152, 1910. 
J. Béseken u. H. Waterman, Kon. Akad. v. Wetensch. 20, 965, 1246. 
zit. nach Malys Tierchem. 42, 885, 887, 1912. 
7 A. Kiesel, Ann. Inst. Pasteur 27, 391, 1913. 
8 D. Bach, Cor. 179, 1085, 1924. 
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Walker? und seine Mitarbeiter studierten den Abbau der Caleiamsc/z 
‘on Fettsduren durch Schimmelpilze. In einer Léosung von propionsauren Ca 
trat dabei nach einiger Zeit Milchséure und Acetaldehyd auf, in einer 
Lésung von buttersaurem Ca Bernsteinsdiure und Aceton, das vielleicht 
auf dem Wege iiber 6-Oxybuttersaure gebildet worden war, in einer Losung 
von bernsteinsaurem Ca Apfelsiure, eventuell auch Fumarsiure. Chrzqszez* 
und seine Mitarbeiter beschaftigten sich mit dem Umbau von Alkohol und 
Essigsdure zu Citronensdure durch Schimmelpilze, wobei Clykolsaure, 
Oxalsiiure, Bernsteinsaiure, Fumarsiure und Apfelsdiure als Zwischen- und 
Nebenprodukte auftreten sollen. Nach Bernhauer® sind tatsachlich viele 
Aspergillusstémme imstande, aus Alkohol reichliche Mengen Citronensiure 
(bis tiber 25°, der Theorie) zu bilden; vielfach wurde daneben auch Oxal- 
siure, Apfelsiure und Weinsiure nachgewiesen. Weiteres Material iiber 
diese und verwandte Probleme findet sich in A. Bernhauers wertvoller 
neuer Monographie tiber oxydative Garungen?. 

So widersprechend und wenig eindeutig die vorliegenden Angaben 
auch sein mégen, so glauben wir denselben doch etwa soviel entnehmen 
zu kénnen, daB die Essigsture, Milchséure, Bernstcinsdure, A pfelsdiur 
und Citronensdure relativ gute Kohlenstoffquellen fiir niedere pflanz- 
liche Organismen zu sein scheinen und da sie der Ameisensdure, Propion- 
sdure, Buttersdéure, Valeriansdure und hdheren Fettsiuren in dieser 
Hinsicht tiberlegen sein diirften. 


Il. 
Wachstumsversuch mit Aspergillus niger. 

Die Sporen eines auf Schrigagar geziichteten Stammes von Asper- 
gillus niger wurden mit Hilfe einer Platinédse gelockert, in 5 cem sterilen 
Wassers aufgeschwemmt. Je 2 Tropfen der so erhaltenen tiefbraun- 
schwarzen Sporensuspensionen wurden in die Kélbchen mit den Nahr- 
lésungen eingetragen. Die Ndhrldsungen enthielten, den von Otto Fiirth 
und Carl Schwarz (|. c.) an Schimmelkulturen gewonnenen Erfahrungen 
gemaB. in 1 Liter Wasser 0.5 g¢ Magnesiumsulfat, 1.0 ¢ Monokalium- 
phosphat, 0,5 g Kaliumchlorid und 0,01 g Ferrosulfat. Als Stickstoff- 
quelle setzten wir jedoch nach Bernhauer 20g Ammoniumnitrat 
hinzu. Zu je 50cem dieser Nahrlésung setzten wir je 10 ccm einer 
10°,igen Lésung eines organischen Natriumsalzes (also Ig) hinzu. 
Alle Lésungen wurden nun je nach Bedarf durch tropfenweisen Zusatz 
einer n Natronlauge oder einer n Schwefelsiure mit Hilfe eines Universal- 
indikators (British-Drughauses-lIndikator) sorgfaltig auf annahernd 


! Walker und Mitarbeiter, J. Chem. Soc. 1928, S. 803, 1922; 1929, 
S. 1987, 2485. 

2 Chrzqszcz und Mitarbeiter, diese Zeitschr. 229, 343, 1930; 250, 254, 
1932. 

3K. Bernhauer und Mitarbeiter, ebenda 240, 232, 1931; 253, 15, 1932. 

§ Derselbe, Die oxydativen Garungen. J. Springer 1932. 
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pu = 5,5 eingestellt. Alle Kélbchen (etwa 100 com fassend) wurden 
dann durch Aufkochen (mit aufgesetztem abgeflammten Wattebausch) 
sterilisiert, nach Abkihlung mit je 2 'Tropfen obiger Sporenemulsion 
beimpft und 3 Wochen lang im Brutschrank bei 32° gehalten. Zum 
SchluB wurden die Kulturen durch eintagiges Verweilen unter ge- 
sittigter Phenollésung abgetétet, fiir 1 Stunde auf je 100° erhitzt, auf 
Filter oder Filtertiegeln mit Glassiebboden gesammelt, in Wageglaschen 
iibertragen, mit Alkohol und Aceton gewaschen, 2 Stunden iiber 100° 
getrocknet und gewogen. Es ergab sich dabei folgendes: 

a) Ameisensaures Na: gar kein Wachstum. 

b) Essigsaures Na: bereits nach 4 Tagen graues Randhautchen. Nach 
5 Tagen einige Rasen mit Sporen, die sich mehr und mehr verdichten 
SchheBlich bildet sich tiber der gelblich gefarbten Fliissigkeit ein zusammen 
hangendes Pilzhautchen mit einzelnen schwarzen Sporenkolonien. Ernte 
gewicht 36mg. 

c) Propionsaures Na: nur einzelne unwigbare Pilzfiden. 

d) Buttersaures Na: nach 3 Tagen zartes, graues Pilzhaiutchen, spite 
zusammenhiangende Rasen und Sporen. SchlieBlich zusammenhiangende- 
Pilzhautchen mit einzelInen schwarzen Sporenkolonien. Erntegewicht 72 mg. 

e) Valeriansaures Na: erst nach 10 Tagen treten kleinste zarte Pilz- 
rasen auf neben vereinzelten grauen Flocken in der Fliissigkeit. Ernte- 
gewicht nur etwa I mg. 

f) Capronsaures Na: nur einzelne unwagbare Faden in der Fliissigkeit. 

g) Bernsteinsaures Na: nach 5 Tagen erschien die Fliissigkeit von 
zarten Fléckchen getriibt; nach 7 Tagen Sporenbildung. SchlieBlich zu- 
sammenhingendes, mit Sporen besetztes, etwa 3mm dickes Deckhaiutchen 
iiber der gelben, reichlich mit Hautchen und Faden durchsetzten Fliissigkeit. 
Erntegewicht 21 mg. 

h) Milehsaures Na: nach 5 Tagen erscheint die Lésung von zarten 

g 
Hautchen getriibt. Nach 7 Tagen Sporenbildung.  SchlieBlich ist tibet 
der gelblich verfarbten Fliissigkeit eine etwa 3mm dicke Deckhaut mit 
massenhaften schwarzen Sporen vorhanden. Erntegewicht 42 mg. 

i) Dextrose (50 cem Nahrlésung + 1 g Dextrose): nach 2 Tagen dichte 
weiBe Pilzdecke; nach 4 Tagen erscheinen auf derselben zahlreiche schwarze 
Sporen. SchlieBlich bildet sich eine Pilzdecke von etwa 5mm Dicke, die 
dicht mit groBen, schwarzen Sporen besetzt erscheint. Erntegewicht 
234 bzw. 221 mg. 

k) Geimpfte Ndhrlésung ohne organischen Zusatz: nur ganz vereinzelte 
Fléckehen. 

Als brauchbare Kohlenstoffquellen, wenngleich auch unvergleichlich 
weniger ausgiebig als Traubenzucker, haben sich in diesem Versuche 
die Essigsdure, Milchsdure, Bernsteinsdure und Buttersdure erwiesen, 
als unbrauchbar dagegen Ameisensdure, Propionsdure, Valeriansdure 
und Capronsdure. 

Wir haben drei weitere Versuchsreihen ahnlicher Art mit Penr- 
cillium glaucum, eine iiberdies mit Mucor mucedo ausgefiihrt. Wir 

se ° ‘ - ° ° ° 2% ° 
begniigen uns, die erzielten Erntegewichte in ciner Ubersichtstabelle 


zusammenzustellen. 
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Ubersichtstabelle der Erntegewichte (Milligramme). 





Aspergillus a Mucor 
niger Penicillium glaucum mucedo 
Ameisensaures Na... . 0 0 0 0 0 
— : “— 40 . 
Essigsaures Na . . . . 36 52 $3 97 10 
Propionsaures Na . . . 0 0 1 22 () 
Buttersaures Na... . . 71 0 59 17 Sp 
Valeriansaures Na... . 1 0 9 () 
Capronsaures Na... . 0 32 0 0 0 
Milchsaures Na... . . 42 30 51 107 Sp. 
. bs 25 , 
Bernsteinsaures Na .. . 20 30) ' — 40 3 
: ‘ | . 
Apfelsaures Na... . . _ 1 39 | 10 Sp 
or 
Citronensaures Na... . — —_ 7 36 Sp 
| 934 294 | 
»xtrose | = = \ 9 9 
= | 221 206 ; I 288 i 
bawuee 6 kc ke _ _ 223 260 13 
Arabinose. eng — — 269 309 23 
AIO ssw ioe cat — — 269 “ 
{ 151 ’, 
a om 62 ~ 
CC ee ee 1 163 | 162 | 
Tetragalakturonsiure A. 67 35 Sp 
Lb 26 7 Sp 
Il, 


Cherblicken wir nun die Versuchsresultate, so ergibt sich etwa 
tolgendes: 

Berechnen wir, um ein, wenn auch natiirlich nur recht rohes MaB 
fur die Fahigkeit der untersuchten Substanzen zu gewinnen, dem 
Aufbau der Leibessubstanz von Schimmelpilzen zu dienen, das Mittel 
der Erntegewichte unserer Aspergillus- und Penicilliumversuche (die 
Mucorversuche haben wir wegen der kiunmerlichen Ergebnisse ganz 
ausgeschaltet), so ergibt sich etwa folgende .,Rangliste*. 

Weitaus an erster Stelle stehen die Zucker Dextrose (230), Lavulose 
(235), Arabinose (289), X ylose (291). Es fallt dabei auf, daB die Pentosen, 
die wir bei Betrachtung des tierischen Stoffwechsels den Hexosen 
gegeniiber als recht minderwertig anzusehen gewohnt sind, hier 
mindestens ebensoviel geleistet haben als die Sechserzucker. Aber auch 
das Holzgummi Xylan (139) prasentiert sich unerwarteterweise als 
hochwertig; sogar auch noch die T'etragalakturonsaure A erscheint 
nicht wertlos. 

Unter den niederen aliphatischen Sauren steht interessanterweise 
neben der Milchsdure (58) die Essigsdure (62) an erster Stelle. Es 
folgen dann in einem gewissen Abstande die Buttersdure (49), die Bern- 


steinsdure (29), die Apfelsdure (20) und die Citronensdure, Der Amessen 
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sdure, Propionsdure, Valeriansdure und Capronsdure werden wir 
schwerlich Unrecht tun, wenn wir sie von dem uns interessierenden 
Gesichtspunkt aus als minderwertig bezeichnen. 

Vergleichen wir unsere Versuche mit unserer obigen Zusammen- 
fassung der vorliegenden Literatur, so gewinnen unsere Angaben an 
Wert: denn im ganzen decken sich unsere Erfahrungen mit den auf 
den verschiedensten Wegen von verschiedenen Autoren gewonnenen 
Literaturergebnissen. Nur in bezug auf die Buttersdure hat sich unser 
Findruck, und zwar zu ihren Gunsten, verschoben. 

Vom physiologischen Gesichtspunkte aus scheint uns fiir das 
Verstindnis der intestinalen Géarungsvorginge die 'Tatsache von 
Interesse zu sein, daB die Essigsdure ein besonders giinstiges Substrat 
fiir den Aufbau der Leibessubstanz niederer pflanzlicher Organismen 
bildet. Denn zweifellos spielt bei intestinalen Garungsvorgaingen gerade 
die Essigsiure etwa neben der Milchsiure, der Bernsteinsiure und der 
Buttersaéure eine groBe Rolle. 

So berichtet z. B. Scheunert', daB Vertreter der Coli aerogenes-Gru pp 
als obligate Darmbakterien eine groBe Rolle spielen und da®B bei den durch 
sie hervorgerufenen Giarungen neben Gasen (CO,, Hy, CH,) in vielen Fallen 
Essigsdure ein Hauptprodukt ist. (Daneben finden sich Ameisensaure, 
Propionsaure, Bernsteinsaure und Butterséure.) An der Kohlenhydrat- 
zersetzung ist auch Proteus neben anaeroben Buttersdurebakterien wesentlich 
beteiligt ; auch diese produzieren anscheinend neben Butterséure vorwiegend 
Milchséure und Essigsaure. Bei der Pentosenzersetzung durch Milchsdure- 
balterien scheint neben Milchséure wiederum Essigséure ein Hauptprodukt 
zu sein. SchlieBlich wird bei der Wethangdrung der Cellulose dieselbe nach 
Scheunert zum gréBten Teil in niedere Fettsiuren vom mittleren Molekular- 
gewicht der Buttersdure, aber auch in Essigsiiure umgewandelt. Die Mengen 
niederer Fettséiuren, welche bei derartigen bakteriellen Kohlenhydrat- 
zersetzungen in Erscheinung treten, sind sehr betrachtlich. So erhielt 
Omeliansky? aus Cellulose durch Methanbakterien 50°,, durch Wasserstoft- 


"oOo 


bakterien 67 in Gestalt von Fettsauren. 

So mégen denn die im vorstehenden erdrterten Beobachtungen 
und Uberlegungen vielleicht dazu beitragen, um verstandlich zu machen, 
wie die bei der bakteriellen Zersetzung von Cellulosen und Hemi- 
cellulosen im Darm auftretenden aliphatischen Séiuren dem Organismus 
des Menschen und der Saéugetiere auch dann zugute kommen kénnen, 
wenn sie, wie dies bei der Essigsaure und der Buttersaéiure der Fall ist, 
wohl schwerlich zum Wiederaufbau von Kohlenhydraten geeignet sind. 
Man wird eben annehmen miissen, daB sie von Mikroorganismen assi- 
miliert und zum Aufbau ihrer Leibessubstanz verwertet werden, um, 
wenn diese Mikroorganismen dann absterben und verdaut werden, 


' Scheunert, Oppenheimers Handb. d. Biochem. IT. Aufl., 5, 189, 1925. 
2 Vel. Pringsheim, ebenda 2, 965, 1924. 
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dem Wirtsorganismus auf indirektem Wege zugute zu kommen. Anderer- 
seits muB man sich aber auch die Méglichkeit vor Augen halten, dal} 
diese Sauren aus dem Darm resorbiert und im Organismus irgendwic 
(vielleicht zum Aufbau der Fette) verwertet werden kénnten. 


Zusammenfassung. 

]. Eine Anzahl aliphatischer Sauren wurden in einen Vergleich 
gestattenden Serienversuchen aut ihr Vermogen gepriift, als Aohlen- 
stofiquelle fiir den Aufbau der Leibessubstanz von Schimmelpilzen a 
dienen. Dabei steht neben der Wilehsdure die Essigsdure an erstet 
Stelle. In einem gewissen Abstande folgen dann die Buttersdure, Bern 


steinsdure, Apfelsdure und Citronensdure, wahrend sich die Ameisen- 


sdure, Propionsdure, Valeriansdure und Capronsdure unter den gleichen 


Versuchsbedingungen uns als in dieser Hinsicht minderwertig  er- 
wiesen haben. 

2. Alle diese Séuren werden in bezug auf ihre Brauchbarkeit als 
Kohlenstoffquelle fiir das Wachstum von Schimmelpilzen von Zucke; 
arten ganz bedeutend tibertroffen; dabei erwiesen sich Pentosen (wie 
Arabinose und Xylose) den Hewosen (Dextrose und Livulose) gegeniiber 
durchaus gleichwertig, was hinsichtlich der Verwertung von Nahrungs- 
pentosanen von Interesse ist. 

3. Da fiir manche obiger Sauren, wie insbesondere fiir dic L’ssigq- 
sdure und die Buttersdure (zu mindestens dem gegenwiartigen Stande 
unseres Wissens entsprechend) eine Ruckbildung zu Kohlenhydrat 
kaum in Betracht kommt, liegt es nahe anzunehmen, da derartige 
Sauren, die bei Abbau der Nahrungscellulose und der Hemicellulose 
im Darm reichlich auftreten, dem Wirtsorganismus derart zugute 
kommen, daB sie entweder zum Aufbau von Mikroorganismen dienen, 
die nach ihrem Absterben verdaut werden; oder aber derart, da sie 
vom Darm aus resorbiert und vom Wirtsorganismus irgendwie (vielleicht 
zum Aufbau von Fetten) verwertet werden. 








Der Einflu6 verschiedener organischer Siuren 
auf das Kohlenhydratspeicherungsvermégen der Rattenleber. 


Von 
Eduard H. Majer und Herbert Reisner. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Wiener Universitat.) 


(Eingegangen am 18, Mai 1935.) 


I. Einleitung. 

Bei dem Problem der Rohfaserverwertung stehen bekanntlich die 
durch Mikroorganismen verschiedener Art hervorgerufenen Géarungs- 
vorginge im Vordergrund, und es entstehen dabei aus den Kohlen- 
hyvdraten der Nahrung eine Reihe organischer Sauren, wie Essigsiure, 
Butterséure, Valerianséiure, Milchsdure, Bernsteinsiure und Citronen- 
siure. Da drangt sich denn die Frage auf, ob diese Abbauprodukte 
des Kohlenhydratstoffwechsels wirklich fiir den Organismus etwa 
vollig wertlos sind oder ob sie nicht doch in irgendeiner Form aus- 
genutzt werden kénnen. Wenn man tiberhaupt an eine Verwertbarkeit 
denkt, ist es ziemlich naheliegend, anzunehmen, da diese Sauren 
vielleicht vom K6rper resorbiert und zu Kohlenhydraten aufgebaut 
werden kénnten. Zur Beantwortung dieser Fragen wurde friither vielfach 
das Studium des Verhaltens derartiger Substanzen bei diabetischen 
Individuen gewahlt. Doch nicht all jene Substanzen, welche etwa 
bej den verschiedenen Diabetesformen fiir Zuckerbildner gelten, miissen 
es auch im nichtdiabetischen Organismus sein. Zur Priifung auf das 
Zuckerbildungsvermégen wurde in diesem Laboratorium das Kohlen- 
hydratspeicherungsvermégen der Leber von Ratten, die auf eine be- 
stimmte Grundnahrung eingestellt waren, angewandt. Und = zwar 
hatten bereits Fiirth und Engel', dann O. Firth und E. H. Majer? reine 
Fettfiitterung als Grundnahrung bei derartigen Versuchen mit Erfolg 
verwendet. 

Schon im vorigen Jahre hatten die Letztgenannten das Kohlen- 
hydratspeicherungsvermoégen der Rattenleber gegeniiber niederen organi- 
schen Sduren, und zwar der Milchsiéure, Essigsiure, Buttersaure, Valerian- 
siure und Bernsteinsiure untersucht, doch nur bei der Milchsdure 


© QO. Firth u. P. Engel, diese Zeitschr. 287, 159, 1931. 
2 O. Fiirth u. E. H. Majer, Pfliigers Arch. 230, 475, 1932. 
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positive Resultate erzielt. Ungefahr zur gleichen Zeit mit dieser Arbeit 
erschien eine Publikation aus dem Londoner Listerinstitut von Anni 
Phyllis Ponsjord und Ida Smedley-Mac Lean', die bei einer zwar nicht 
kohlenhydratfreien, doch kohlenhydratarmen Grundnahrung zeigen 
konnten, daB Bernsteinsaure, Apfelsiure und Fumarsiure eine Glykogen- 
bildung in der Rattenleber zu bewirken schienen, wahrend auch hier 
die Essigsiure vollstandig versagte. 

Hier kniipfen unsere nunmehrigen Arbeiten an. Wir wollten die 
erwahnten Versuche von O. Firth und FE. H. Majer, insbesondere in 
bezug auf die Bernsteinséiure wiederholen, jedoch diesmal als Grund- 
nahrung das von A. Ph. Ponsford und 1. Smedley-Me Lean angegebene 
Futter verwenden. Auber den bereits genannten Fettsaiuren beab- 
sichtigten wir noch, die Citronensdure als ein vielleicht nicht unwichtiges 
Zwischenprodukt des Zuckerabbaues, ferner auch die A pfelsdure, Propion- 
séure und Capronsdure in den Kreis unserer Betrachtungen zu ziehen. 


Il, Neuere Erfahrungen iiber die Verwertbarkeit der in Frage kKommenden 
organischen Siiuren. 

Was zunachst die Essigsdure betrifft. so hat bereits Salkowski* seinerzeit 
festgestellt. daB in den Organismus von Kaninchen eingetiihrtes Ammonium 
acetat darin vollstandig verschwindet. wobei die Essigsaure anscheinmend 
verbrannt, Ammoniak in Harnstoff umgewandelt wird. NSchotten® hat 
Fettsauren von der Capronséure herab bis zur Ameisensdure an Hunde 
in Mengen von 10 bis 20g als Natriumsalz verfiittert. Nach Zufuhr von 
Capronsaure, Valerianséure und Buttersaure erschien die Menge det 
fliichtigen Fettsauren im Harn nur ganz wenig vermehrt. Eine entschiedene 
Vermehrung war aber nach Verfiitterung von Essigsaure und Ameisen- 
siure zu beobachten. Der Harn erschien nach Fiitterung der Natronsalze 
der héheren Fettsauren stark alkalisch und brauste auf Saurezusatz aut; 
offenbar waren diese Salze zu Natriumcarbonat verbrannt worden. Nach 
Fiitterung von essigsaurem Natron war dies aber nicht der Fall. Bonanns4 
stellte fest. daB ber Kaninchen und Hunden von subcutan oder intravenos 
injizierten Acetaten nur ein kleiner Teil im Harn zum Vorschein kommt 
Graham Lusk®, der das Verhalten verschiedener Zwischenprodukte des 
Stoffwechsels zur Warmebildung gepriift hat, halt es fiir méglich, dab 
Essigsaure aus héheren Fettsauren durch /-Oxydation entstehe. Die Frage 
ob sie aber auch direkt aus Kohlenhyvdraten entstehen konne, laBt er 
Auch die Art. wie die Essigsaure im Organismus abgebaut wird, war Crege: 
stand von Uberlegungen. Es war nahe hegend., dabei an den Weg 

ie CH.,OH COH COOH 
‘ > ‘ > > 


COOH COOH COOH COOH 


1 4. Ph. Ponstord u. 1. Smedley-Mac Lean, Biochem. J. 26, 1340, 1932 
* E. Salkowski, Zeitschr. tf. physiol. Chem. 1, 1, 187s. 
('. Schotten, ebenda 7. 383. 1883. 
4 4. Bonanni, Boll. Acad. Med. Roma 32, 1905; Jahresber. f. Tierchen 
35. 120. 1906. 
5 Graham Lusk, J. of biol. Chem. 49. 453, 1921. 
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zu denken. Thunberg! konnte zeigen, daB Essigsiure in Gegenwart vor 
ausgewaschenem Muskelbrei und bei Anwesenheit von Sauerstoff Methylen 
blau zu einer Leukoverbindung reduziert, wahrend Bernsteinsiure auftrit! 
CH,COOH CH,COOH 
—> | 
CH,COOH CH, COOH. 
siure zu Bernsteinsaure erzielten auch Knoop und Gehrke? durch Einwirkung 
von Wasserstoffsuperoxyd bei 37°. Andererseits erhielt Geelmuyden*® bein 


Eine ahnliche oxydative Synthese von Essig 


phlorrhizindiabetischen Hunde nach Verfiitterung von Essigséure Extra- 


zucker — ein Resultat, das von anderen Autoren, wie Dewel und Milhorat! 
Ringer und Lusk® nicht bestatigt werden konnte. Wie bereits erwahnt. 
waren auch A. Ph. Ponsford und I. Smedley Mac Lean nicht imstande, mit 
Hilfe von Essigsiure eine Kohlenhydratspeicherung in der Rattenleber zu 
erzielen. 

Uber die Verwertbarkeit der Propionsdure ist nicht allzuviel bekannt 
Kine gewisse Rolle spielt diese Séure jedenfalls bei der anoxybiontische: 
Umwandlung der Milchséure, die bei der Garung durch Propionsiure- 


bakterien (Bernhauer®) in Propionséiure und Essigséure zerfallt. Virtanen? 


wies daraut hin, da®B eine weitgehende Analogie zwischen der Umsetzung 
der Hexosen zu Propionsiure und zu Milchsaéiure bestehe. indem_ beide 
Prozesse bis zur Milchséurebildung in der gleichen Weise verlaufen; bei 
der Propionsaéuregirung findet sodann eine weitere Umwandlung der inte: 
mediir entstandenen Milchsaéure statt. Eckstein® konnte in der Ratten 
leber, nachdem er durch die Schlundsonde das Natriumsalz der Propion 
siure als 50°,ige Lésung Ratten eingefiihrt hatte, eine Steigerung des 


Leberglykogens erzielen, wahrend verfiitterte Butter-, Valerian- und 
Capronsaure vollstindig negativ blieben. 


Hinsichtlich der Literatur iiber die Verwertung der Wilchsdure im 
Organismus sei auf die Arbeit von Firth und Engel® iiber die Assimilier- 
barkeit und Toxizitét der Milchséure verwiesen. Weitere einschlagig: 
Literatur (Mandel und Lusk, Izuwme und Lewis, Barrenscheen usw.) findet 
sich in der sorgfaltigen Arbeit von Carl und Gerty Cori!®.  Coris 
Untersuchungen an Ratten hatten ergeben, da von verfiittertem ode: 
subeutan beigebrachtem Natrium-d-Lactat 40 bis 95°, innerhalb einige! 
Stunden als Leberglykogen zuriickgehalten werden kénnen, wahrend 
der Antipode, das I|-Lactat, kaum Leberglykogen zu bilden scheint 
und teilweise in den Harn iibergeht. Auch konnten O. Furth und 
E. H. Majer™ bereits das Kohlenhydratspeicherungsvermégen des d, ! 


' 1. Thunberg, Skand. Arch. Physiol. 40, 1, 1920. 

* Knoop u. Gehrke, Zeitschr. f. physiol. Chem. 146, 67, 1925. 

® Geelmuyden, Skand. Arch. Physiol. 40, 221, 1920. 

4 H. J. Devel u. Milhorat, J. of biol. Chem. 78, 299, 1928. 

5 Ringer u. Lusk, Zeitschr. f. physiol. Chem. 66, 106, 1910. 

6 Bernhauer, Die oxydativen Gaérungen. Springer 1932. 

7 Virtanen, Soc. Scient. Fenn. 1, 36, 1923; 2, 20, 1925; siehe ferne: 
Virtanen u. Karstrém, Acta Chem. Fenn. 7, 17, 1931. 

8 H.C. Eckstein, Proc. Soc. Biol. 29, 160, 1931. 

9 O. Fiirth u. P. Engel, diese Zeitschr. 229, 381, 1930. 

10 O.F.Cori u. G. T. Cori, J. of biol. Chem. 81, 389, 1929. 

" O, Fiirth u. E. H. Majer, Pfliigers Arch. 230, 475, 1932. 
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Lactats in der Rattenleber zeigen. SchlieBlich liegt eine neue spanische 
\rbeit! vor, in der behauptet wird, daB eine Glykogensynthese aus Milch 
dure in der Rattenleber auch in vitro méglich sei, wenn die frischen Ratten- 
‘bern fiir einige Stunden in’ sauerstoffdurchstrémte milchsaurehaltige 
Ringerlosung eingelegt werden. 

Was nun die uttersdure betrifft, vermehrt diese bei Diabetikern die 
Menge ‘ausgeschiedener Acetonkérper [L. Schwarz (1903), Baer und Blum 
1908)] und ist auch in der durchbluteten Leber ein energischer Bildner von 
\cetessigsaure [| Embde n, Salomon und Schmidt (1906)). Angesichts des 
bekannten Antagonismus zwischen Aceton und den Zuckerbildnern konnte 
man wohl von vornherein von der Butterséure als Glykogenbildner fiir die 
Rattenleber nicht viel erwarten. Dies zeigen auch die Versuche von Eckstein 
und von O. Firth und E. H. Majer. 

Bernsteinsdure, per os verabreicht, wird nach v. Lengo (1879) und 
Varjor? (1897) vom tierischen Organismus vollstaéndig verbrannt. Nach 
Ringer ist dieselbe kein Aceton-, vielmehr ein Zuckerbildner im Orga- 


nismus. Auch steht sie zum bakteriellen Kohlenhydratabbau in enger 
Beziehung. Die bei der alkoholischen Garung auftretende Bernstein- 


siure stammt freilich nach F. Ehrlich nicht aus Zucker. sondern aus 
EKiweiB (Glutaminsaure). Aber bei vielen bakteriellen Kohlenhydrat- 
giarungen tritt Bernsteinséiure auf und bildet einen Nahrstoff fiir viele 
Mikroorganismen. Wie schon erwahnt, ist nach den Angaben von 
A. Ph. Ponstord und I. Smedley-MacLean die Bernsteinsaure fahig, den 
Leberglykogengehalt der Rattenleber zu erhéhen. 

Sowohl die Ap/felsdure als auch besonders die Citronensdure sind wich- 
tige Intermediarprodukte des bakteriellen Zuckerabbaues. Cher das Zucker- 
bildungsvermégen dieser Saéuren konnten wir, abgesehen von den bereits 
erwahnten Angaben, nicht viel in der Literatur finden. Gegeniiber Baer 
und Blum wurde von Greenwald? beim Phlorrhizindiabetes am Hunde und 
hei Diabetes mellitus eines Patienten nach Citronensaéuregaben eine gewisse 
Menge Extrazucker beobachtet, was ftir die Umwandlung aller sechs 
Kohlenstoffatome in Glucose sprechen soll. 

Wie steht es nun mit der Valeriansdure? Leo Blum? in Stra®Bburg 
hatte zwar angegeben, daB nach Verabreichung von Valeriansiure ebenso 
wie von Propionsaure Milchséure vermehrt in den Harn tbertritt, und hat 
dies als erstes Beispiel einer x-Oxydation im Organismus gedeutet. Wat 
dies der Fall, so konnte man der Valeriansaéure auch zutrauen. ein Glykogen 
bildner zu sein. Knoop* hat zwar die von Blum beobachtete Tatsache 
als solche bestatigt. halt aber die Deutung ftir unrichtig: denn auch nach 
Injektion von anderen Sauren, aus denen unmdéglich Milchsaure entstehen 
kann, wurde eine Milchsaéureausscheidung beobachtet (z. B. nach Injektion 
von Malonsaure). Anscheinend stammt diese Milchsaure gar nicht aus det 
injizierten Valeriansiure, sondern es handelt sich um = irgendeine indirekte 
Stoffwechselschadigung. Fiir die Fahigkeit der Capronsdure, im Organismus 
zu Zucker aufgebaut zu werden, fanden wir in der Literatur. abgesehen von 
Ecksteins negativen Resultaten, keinen Anhaltspunkt. 


1c. Pi-Suner Bayo u. J. Folch Pi, diese Zeitschr. 242, 306, 1931. 
2° 1. Greenwald, J. of biol. Chem. 18, 115, 1914. 

3 LL. Blum u. Woringer, Bull. Soe. Chem. Biol. 2. 88, 1920. 

4 F. Knoop u. H. Jost, Zeitschr. f. physiol. Chem. 130, 338, 1923. 
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Hil. Versuchsanordnung. 


Alle unsere Versuche wurden an weiBen, mannlichen Ratten aus 


gefihrt. Wir richteten unsere Aufmerksamkeit besonders darauf, dal; 


alle Tiere soweit als méglich vom gleichen Gewicht und Alter waren 





Jede Ratte wurde getrennt in einem geriumigen Kafig aus verzinntem | 


Eisenblech gehalten. In jeder Zelle befand sich ein GefaéB mit Wasse: 
und eventuell auBerdem eine dickwandige Porzellanschale zur Aufnahm« 
der zugemessenen Nahrung. Ein méglichstes MaB von Reinlichkeit. 
soweit ein solches bei Rattenversuchen eben erreichbar ist, erschien 
uns unerlaBlich. Kam es uns doch darauf an, zu erfahren, wieviel von 
der vorgelegten Nahrung die Ratte tatsachlich zu sich genommen hatte. 

Dariiber, daB noch immer stérende Faktoren iibrig blieben (vgl 
Koreschovsky und Denison'), wie die ungleiche KorpergréBe der Tiere, 
ihre individuelle Beschaffenheit, zufallige Gesundheitsst6rungen, Ver- 
schiedenheit der Temperatur des Raumes, in dem die Tiere gehalten 
wurden, sind wir uns vollig im klaren. Wir zweifeln auch nicht daran, 
daB z. B. ein Untersucher, der an Ratten von gleichem Wurf und 
gleichem Gewicht bei absolut konstanter AuBentemperatur arbeiten 
wirde, bessere Ubereinstimmung der Parallelversuche erzielen kénnte, 
als dies unter den praktischen Bedingungen, unter denen wir arbeiten 
muBten, méglich war. 


Fiitteruna der Versuchstiere. 

Stets wurde der Fiitterungsperiode ein Hungertag vorausgeschickt, 
der erfahrungsgemaB geniigt, um den Glykogenbestand der Ratten- 
leber auf ein Minimum herabzudriicken. 

A. Fiitterung der Ratten mit fettreicher, kohlenhydratarme 
Nahrung. 

Wahrend der Versuchsperiode wurde den Ratten eine Grundkost 
(vgl. A. Ph. Ponsjord und 1. Smedley-MacLean) gegeben, und zwar pro 
Ratte und Tag bestehend aus: 


Kleie (mit Wasser ausgekocht, um den Hauptteil der Kohlen- 


ee ee ee a ee eee ee ee ee eee 
Ce ee ee ee eo ee et 
nnn 1 rOeeeOG ) 5 6 ck we ee Ke were o OBE 
Oe are ee ee ee ee ee ee ee we 
0 SARE ea eS a a ee ee ee ee ee ae 
14.7 ¢ 


Das entspricht ungefahr 30 Cal. 

Zu dieser Grundnahrung wurden taglich 2g des Natriumsalzes 
(nicht des Ammoniumsalzes) der zu untersuchenden Fettséuren zu- 
gesetzt, da wir auch in unserer friiheren Arbeit, gemaB den Erfahrungen 


1 VV. Koreschovsky u. M. Denison, Biochem. J. 26, 147, 1932. 
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anderer Autoren, die Natriumsalze verwendet hatten. Die Kontroll- 
ratten erhielten nur diese Grundkost ohne Zulage. Wir fiitterten die 
Tiere taglich zur selben Zeit (zwischen 10 und 12 Uhr vormittags) und 
téteten sie auch zu dieser Zeit, um auf diese Art die Schwankungen 
des Leberglvkogens bei Tag und Nacht méglichst auszuschlieBen (vgl. 
Agren und Mitarbeiter!). Am SchluB der Versuchszeit (3 bis 5 Tage) 
wurden die Ratten durch Chloroform getétet, die Leber entnommen, 
gewogen und das Gesamtkohlenhydrat darin nach dem in diesem 
Institut ausgearbeiteten kolorimetrischen Verfahren von Dische und 
Popper* stets durch Doppelbestimmungen festgestellt. 


B. Schlundsondenfiitterung nach Cori®. 

Nach dem Hungertage wurden den Ratten durch ganz diinne 
Katheter, die durch den Schlund in den Magen eingefiihrt wurden 
(Distanz von den vorderen Schneidezihnen der Ratte bis zur Cardia 
S bis 9em), je 2cem einer 50°,igen Lésung des Natriumsalzes der 
Fettsiuren, also 1 g, gegeben. Als Kontrolle verwendeten wir Ratten, 
die nach dem Hungertag entweder sofort getétet oder mit Hilfe der 
Schlundsonde 2 cem Wasser erhalten hatten. Nach 3 Stunden wurden 
die Ratten wie oben durch Chloroform getétet und das Gesamtkohlen- 
hydrat der Leber nach Dische-Popper bestimmt, wahrend Cori zur 
Glykogenbestimmung die Methode nach P/liger und die Mikromethode 
von Hagedorn und Jensen verwendet hatte. Unsere Analysen beziehen 
sich allerdings auf den Gesamtkohlenhydratgehalt der Rattenleber. 
Doch haben friihere Versuche dieses Laboratoriums (Fiirth und Engel 4) 
gezeigt, daB weitaus der Hauptanteil des Gesamtkohlenhydrats in der 
Rattenleber auf das Glykogen entfallt bzw. dem Glykogen entstammt 
(90 bis 98°, des Gesamtkohlenhydrats), so daB ein RiickschluB aus dem 
Gesamtkohlenhydrat auf den Glykogengehalt der Leber durchaus 
zulassig erscheint. 


Methodisches zur Gesamtkohlenh ydrathestimmung nach Dische-Popper. 
Diese Bestimmung ermoéglicht es, auch in wenigen Dezigrammen det 
Rattenleber den Gesamtzucker zu bestimmen. Sie beruht auf einer 
Braunfarbung mit Indol und Schwefelsiure. Die Methode wurde von 
uns in folgender Weise ausgefiihrt: 
lg Leber, fein zerschnitten, wird in einem Proberéhrchen mit 10 cem 
destillierten Wassers + 2,2cem 10°,iger Salzsdure versetzt und 2 Stunden 


1 on 


Agren u. Mitarbeiter, Biochem. J. 25, 777, 1931. 

2 Z. Dische u. H. Popper, diese Zeitschr. 175, 371, 1926; vgl. auch 
H. Popper in O. Wozasek, Virchows Arch. 279, 823, 1931. 

3 C.F. Cori, J. of biol. Chem. 66, 691, 1925. 

4 0. Firth u. P. Engel, diese Zeitschr. 237, 159, 1931. 
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im kochenden Wasserbad hydrolysiert. Nach 2 Stunden wurde das Hydro 
lysat in 50-com-MeBk6lbchen tbergefiihrt und die MeBkélbchen bis zur 
Marke mit destilliertem Wasser autgefiillt. Diese Fliissigkeit wurde nun 
abfiltriert, | cem davon in ein Proberéhrchen abgemessen, 9 cem 77,5 °ige 
Schwetelsaure und 0,3cem 1°, ige alkoholische Indollésung unter starke1 
Kiihlung zugesetzt. Dann wurden die Réhrehen nach griindlichem Mischen 
aut 10 Minuten in ein kochendes Wasserbad eingesenkt, hierauf abgekiihlt 
und kolorimetrisch mit Ieem einer 0,02°,igen Traubenzuckerlésung, die 
gleichzeitig ebenso mit Indol und Schwefelséiure versetzt und erwarmt 
worden war, als Standard verglichen. 

Obwohl in der Originalarbeit von Dische und Popper Beleganalysen 
fiir diese Methode (im Vergleich mit dem Verfahren nach Neuberg und 
Lowi) angegeben sind, wollten wir nochmals die Brauchbarkeit und 
Genauigkeit dieser Methode fiir Leberhydrolysate priifen, und zwai 
durch Vergleich mit der Zuckerbestimmungsmethode nach Bertrand 

Wir nahmen zu diesem Zwecke 2 g fein zerkleinerter Leber — 4,4 cem 
10°, ige Salzsiure + 20 cem Wasser und hydrolysierten wie oben. Das 
Hydrolysat brachten wir mit destilliertem Wasser auf 50 ccm, filtrierten 
ab, fiigten zu 45 cem Filtrat 5cem 10°,ige Phosphorwolframsaure zu, 
zentrifugierten ab und fiihrten in 20 cem der klaren Fliissigkeit einer- 
seits die Zuckerbestimmung nach Bertrand und andererseits die Gesamt- 
kohlenhydratbestimmung nach Dische- Popper aus. 








Dische- Popper Bertrand Dische- Popper Bertrand 
0 0 0 Vv bd uv 0 { 
1,49 1,55 8,41 8,59 
4,19 4,08 6,00 6,02 
3,07 3,15 4,51 4,68 
3,32 3,31 2,70 2,55 
1,26 1,22 5,02 4,89 
5,60 5,51 


‘In reinen Zuckerlésungen (Dextrose p.a. Merck), zu denen wir 
bei den Bestimmungen nach Bertrand den obigen Versuchen ent- 
sprechende Mengen von Phosphorwolframsaiure zugesetzt hatten, 
fanden wir: 





Eingewogen Dische- Popper Bertrand 

mg Glucose mg mg 
10,0 10.9 10.0 
20.0 20,3 20,0 
25,0 24,8 25,1 


Die Bestimmungsmethode nach Dische-Popper gibt also im Ver- 
gleich mit der Bertrandschen Methode gut iibereinstimmende Werte. 
und zwar in Leberhydrolysaten, ebenso wie in reinen Zuckerlésungen. 


Mit der Mikrozuckerbestimmungsmethode nach Hagedorn-Jensen 
konnten wir bei zahlreichen Analysen der Leberhydrolysate unserer Ver 











lro 
Zul 
uni 
igre 
‘kes 
hen 
ihlt 
die 


mit 


sen 
ind 
mind 
Wal 
nd 
‘Cm 
Jas 
ten 
Zu, 
ler 
mt- 


wir 


nt- 


en, 





Einfl. organ. Sauren a. d. Kohlenhydratspeicherungsvermogen. 347 


suche auch nach’ verschiedenen’ EnteiweiBungsmethoden  (Zinksulfat 

Natronlauge, Phosphorwolframsaéure, Cadmiumsulfat Natronlauge 
nach Fujita und Iwatake!) nur selten (teilweise auch wegen der starken 
zur Austiihrung dieser Bestimmung nétigen Verdiinnung unserer Fraktionen) 
vergleichbare Werte finden. Dies mag daran liegen, dali bei Verwendung 
der Methode nach Hagedorn-Jensen sicher in der Leber in héherem Grade, 
als im Blute die Restreduktion, d.h. die Reduktion der Nicht-Glucose- 
fraktion, eine groBe Rolle spielt.. Die japanischen Autoren konnten namlich 
zeigen, daB vor allem das Glutathion die Restreduktion im Blute bewirke, 
doch durch die von ihnen angegebene Cadmiumfallung fast vollstandig 
entfernt wird. Nach der Vorschrift von Fujita und Jwatake priitten wit 
die Restreduktion der Leberhydrolysate von Ratten durch Vergaéirung 
mit Hefesuspensionen und fanden, daB auch nach Cadmiumfallung (also 
Entfernung des Glutathions) noch immer 15 bis 20 des Cresamtreduktions 
wertes von reduzierender Nicht-Glucose gebildet wird. 





Gesamtreduktion der Restreduktion nach 
unverinderten Lisung Hefevergirung 
5.25 0,45 
3,80 0,30 
1.90 0.35 


Obwohl wir die prinzipiellen Vorteile der Jodtitration gegeniiber 
unserer kolorimetrischen Methode nach Dische-Popper anerkennen, 
konnten wir die Methode von Hagedorn-Jensen fiir die Bestimmung der 
Gesamtkohlenhydrate der Rattenleber nicht verwenden. 


IV. Versuche. 
A. Fiitterung der Ratten mit fettreicher, kohlenh ydratarmer Nahrung. 


Versuch 1. 12 Ratten: Kontrolle. bernsteinsaures und citronensaures 
Natrium. Fiinftagiger Versuch. 


Tabelle l. 








Kirpergewicht ' Leber-Gesamt- 
: : in g Leber- kohlenhydrate nach 
Nr. Art der Nahrung _ Ps gewicht Dische- Popper Anmerkung 
Anfang Ende g 0 
1 170 138 5,8 (1,611 4 59 
11,57 | 
0,92 i 
2 ii. 198 163 66 | O92 | 9 97 Mach 5 Tanen 
Grundkost ohne { 0,55 5 durch 
, Zusatz a a 1.08 r Chloroform 
3 204 | 165 | 67 | | 4%} 1,15 getiitet 
ie |e | ae | 1S 
4 205 163 6,9 1 LIS | 1,16 








' Fujita u. Iwatake (Tokio), diese Zeitschr. 242, 43, 1931. 
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Tabelle I (Fortsetzung). 





Nr. 





mit 


zusammen. 


Art der Nahrung 


Grundkost 
+ bernstein- 
saures Na 


Grundkost 
+ citronen- 
saures Na 





Koérpergewicht 


en Leber. 
Anfang Ende g 
210 179 7,8 
243 199 8.0 
206 177 yf 
205 165 7,8 
225 162 6,7 
224 177 7,2 
209 163 6,7 
227 168 5,1 


Ubersichtstabelle. 


Tabelle | 


E. 


Prozentualer Gesamtkohlenhydratgehalt in 


Leber-Gesamt- 


kohlenhydrate nach 


Dische-Popper 


0 


{1,03} 
| 0,90 | 
{ 0,97 ) 
1 1,06 | 
{ 0,86 | 
{ 1,02 | 
{ 0,36 | 
| 0,35 | 


1,46 


2.69 


0,96 
1,01 
0,94 


0,355 


(43 weiBe Ratten.) 


der 


Anmerkung 


Nach 5 Tagen 
durch 
Chloroform 
getotet 





Spontan am 
5. Tage tot 
aufgefunden 


Wir teilten eine Versuchstabelle als Beispiel fiir unsere Arbeitsweise 
. eo . . . % . 
und fassen im iibrigen unsere Resultate in einer Chersichtstabelle 


Rattenleber. 








Serie 


siehe 


Tab. I 





Mittel: 


Grundkost 
ohne Zusatz 


18 Ratten 


0,38 

| 0,36 

| 0,36 
0,35 
0,20 

(j oe 
0,28 

| 0,13 
0,39 
1,59 

| 0,87 | 

1,15 

1,16 

0,51 

0,38 


1,19 


0,50 
0,88 
0,46 


0,55 


Grundkost 


+ bernsteinsaures 


Na 
9% Ratten 


0,38 
0,36 


Grundkost 
+ apfelsaures 


Na 
6 Ratten 


0,42 
2,88 
0,46 
0,39 
1,23 


0,48 


Grundkost 


+ citronensaures Na 


10 Ratten 


0,36 
0,57 


0,96 
1,01 
0,94 
0,36 
0.30 
0.48 


—) 
i 2) 
Ns) 


1.88 
0.43 
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Die Ergebnisse dieser Versuche haben uns eigentlich enttauscht 
Nach den Angaben der englischen Autoren (Bernsteinsdure, Mittel 
Y Be fae Apfelsaure, Mittel 2,18°,, gegeniiber den Kontrollwerten, 
Mittel 1,08°,) hatten wir hohe Werte bei der Bernsteinsiure und 
Apfelsiure erwartet, doch abgesehen von den drei héheren Zahlen 
(1,46, 2,69, 1,51°,) bei der Bernsteinsaure, 2.88 und 1,22°, bei der 
Apfelsiure und 1,88 °, bei der Citronensaure erhielten wir fast durchweg 
reine Hungerwerte. Aus diesen so vereinzelten positiven Ergebnissen 
kann man natirlich gar nichts tiber ein Glykogenbildungsvermégen 
unserer organischen Saiuren in der Rattenleber aussagen. 

Wir versuchten daher durch Caseinzulagen zur Grundkost, die 
scheinbar doch unzulangliche Nahrung zu verbessern. Da wir nach 
Gaben von 2 g Casein pro Ratte und Tag zusammen mit der Grundkost 
Glykogenwerte von 2,78, 2,30 und 2,68°,. also viel zu hohe Basiswerte 
erhalten hatten, versuchten wir es mit 1g Casein als Zulage, wobei 
wir Gesamtkohlenhydratwerte von im Mittel 2°, erhielten. Dies zeigt 
auch, was man ja schon 6fters betont und bewiesen hat, da} das Casein 
an und fiir sich ebenfalls imstande ist, in der Leber zuckerbildend zu 
wirken. Doch auch diese Caseinversuche konnten uns keine vollige 
Klarheit bringen. Auch bei absolut hGheren Leberkohlenhydratwerten als 
in den fritheren Versuchen lieB sich eine sichere Steigerung des Leber- 
glvkogens mit Hilfe von Bernsteinsdure oder Citronensdure nicht nach- 
weisen. 

Zur Beantwortung der Frage, ob die von uns untersuchten Fett- 
siuren wirklich als Zuckerbildner in der Rattenleber in’ Betracht 
kommen, bedienten wir uns daher bei den nun folgenden Versuchen der 
Schlundsondenfiitterung in der Form, wie sie Cori fiir seine Stoff- 
wechselversuche verwendet hatte. 


B. Schlundsondentiitterung. 

Zur Beurteilung dieser Versuche sind vor allem die Kontrollwerte, 
d. h. der Leberglykogengehalt von Ratten, die entweder nach 24stiindi- 
gem Hungern sofort oder erst nach peroraler Beibringung von 2 cem 
Wasser nach 3 Stunden durch Chloroform getétet worden waren, 
von Wichtigkeit. 

Stohr! fand, daB Geschlecht und Alter der Tiere einen groBen Eintlub 
auf das Leberglykogen hungernder Ratten ausiibe, und zwar erhielt er als 
Leberglykogen bei Jungen Mannchen 0.15 bis 0,2°,. bei jungen weiblichen 
Ratten viel weniger (0,01 bis 0,05°,,), bei alteren Mannchen unter 0.1 ° 
wahrend er bei alteren weiblichen Ratten (12. bis 15. Woche) Werte von 
0,13 bis 0,45°, erhielt. Cor’? erhielt als Leberglykogengehalt hungernder 


1 Stéhr, Zeitschr. f. physiol. Chem. 212, 121, 1932. 
2 C.F. Cort, J. of biol. Chem. SI, 389, 1929. 








350 Kk. H. Majer u. H. Reisner: 


Ratten 0,1 bis 0,2°,, doch auch héhere Werte von 0.2 bis 0.5 °.,*:; Catron 
und Lewis! O.1°., Lawrence und MeCauce2 0.4 ° 


gefundenen Lebergesamtkohlenhydratwerten hungernder Ratten. Sie 
sind zum Teil etwas héher, was vor allem dadurch bedingt ist, dal 
wir die Gesamtkohlenhydrate der Rattenleber bestimmten, wahrend 
die Angaben der Literatur sich auf Leberglvkogen beziehen. 

Die Resultate unserer Versuche wollen wir der Kiirze halber wieder 
in einer Cbersichtstabelle zusammenfassen. 


Ubersichtstabelle. Schlundsondenfiitterung an 58 weiBben Ratten. 


Tabelle III. 


Prozentualer Gesamtkohlenhydratgehalt in der Rattenleber. 





Versuch Nr 





Mittel 
VI . wee VIil IX 
0,272 0,340 0.518 0.458 0.568 
| 0,503 0,212 0.310 0,495 0,459 
Kontrolle 0,348 
0 Ss 
(14 Ratten) 0,494 41 
0.583 
0.310 
| 1,27 
DP hss ( 
Dextrose ‘oan 
(3 Ratten) | 3 42 
(50 °,,) 
| 0,342 | 
‘ . 0.368 
Kssigsaures Na aan 0.347 
(5 Ratten) | 0294 | . 
0,316 
: 1,85 
| 0.61 
Propionsaures Na 1.15 
- 10 
(6 Ratten) 1,25 1,1 
0,89 
0,86 j 
zs 0,335 
Buttersaures Na | 0'399 | 0.371 
(3 Ratten) } 0.457 f 
0,350 
Valeriansaures Na | 0,411 _ 
: O.41¢€ 
’ (4 Ratten) | 0,602 416 
0,303 


* C.F. Cori, J. of biol. Chem. 70. 578, 1926. 
1 L.F. Catron u. H. B. Lewis, ebenda S84, 553, 1929. 
2 RD. Lawrence u. R.A. MeCauce, Biochem. J. 25, 570, 1931. 


Unsere Zahlen entsprechen also ungefahr den in der Literatur 





Ber 


Hu 
Eel 
zal 
Zu 
ery 
Ma 
des 
uns 
sau 
ein 
ein 
aus 
der 
Arl 


erTw 


mel 
Ko: 
der 
nicl 





rov 


tur 


Sie 
lal 
‘nd 


ler 


~I 








Kinfl. organ. Saéuren a. d. Kohlenhydratspeicherungsvermogen. 351] 


Tabelle LIL (Fortsetzung). 





Versuch Ni 
- a Mittel 
VI Vil Vill IX X 
: ; 0,332 
( ba vente Na | 0.427 | 0.363 
(oO Ratten) 0.336 | 
| 0.73 
‘ : 1.14 
d, I-milel saures Na 0'89 0.958 
(5 Ratten) 138 
0.65 
140 
1,15 
‘ , 0.74 
Bernsteinsaures Na 137 
(7 Ratten) a 111 
? 0.82 
154 
0,79 
| 0,265 | 
Apfelsaures N: 0.3038 ; 
Apfelsaure Na a 0.461 
(4 Ratten) | 0.593 | 
0,674 
0,328 | 
Citronensaures Na | 0.376 * 
> 2c OLS6S 
(4 Ratten) 0,309 | 
0.458 


Wahrend wir hier bei essigsaurem Natrium, wie zu erwarten, nur 
Hungerwerte erzielen konnten, erhielten wir in Ubereinstimmung mit 
Eckstein’ bei propionsaurem Natrium betrachtlich héhere Prozent- 
zahlen der Leberkohlenhydrate bis 1,85°%,. Wir halten daher das 
Zuckerbildungsvermégen der Propionsiure in der Rattenleber fiir 
erwiesen. Entsprechend den friiheren Arbeiten von Firth und £. H. 
Majer hatten wir bei valeriansaurem Natrium keine Steigerung 
des Leberglykogengehaltes der Rattenleber erwartet, was wir auch in 
unseren Schlundsondeversuchen bestatigt fanden. Doch auch butter- 
saures und capronsaures Natrium erwiesen sich als vollkommen unfahig, 
eine Steigerung der Leberkohlenhydrate hervorzurufen, wobei wir 
eine schadliche Wirkung dieser Sauren auf den Rattenorganismus nicht 
ausschlieBen kénnen. Bei der d,/-Milchsdure durften wir auf Grund 
der Literaturangaben (Cori, Na-d, l-Lactat 0.8 bis 1.6°,) und der 
Arbeit von O. Firth und FE. H. Majer von vornherein positive Resultate 
erwarten, und wir haben diese auch in beweisender Art erhalten. Die 
meisten Milchsaiurewerte sind etwa zweimal so hoch als die entsprechenden 
Kontrollwerte, was unzweifelhaft fiir ein Glykogenbildungsvermogen 
der Milchsiure spricht. DaB auch grébere Milchsiuredosen bei Ratten 
nicht toxisch wirken, hatten bereits Firth und Engel! in ihrer Arbeit 


1 Q. Firth u. P. Engel, diese Zeitschr. 229, 381, 1930. 
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zeigen kénnen, die bis 1] g Milchsdure pro Tag und Kilogramm Ratte 
tagelang verfiitterten. Doch auch das Kohlenhydratbildungsvermégen 
der Bernsteinsdure kénnen wir auf Grund dieser Versuche in Uberein- 
stimmung mit A. Ph. Ponsford und 1. Smedley-Mac Lean als erwiesen 
hetrachten, da wir auch hier Werte von 1,4 und 1,5 °%, als Leberglykogen 
der Rattenleber erzielen konnten. Bei der A pjelsdure und Citronensiure 
konnten wir auch nach Schlundsondenfiitterung keine Fahigkeit, in 
der Rattenleber glykogenspeichernd zu wirken, finden. Die hier er- 
haltenen Ergebnisse entsprechen reinen Hungerwerten. 


V. Zusammenfassung. 

1. Durch methodische Untersuchungen konnten wir zeigen, dal 
die kolorimetrische Indolmethode nach Dische-Popper zur Bestimmung 
des Gesamtkohlenhydratgehaltes der Leber von Ratten  vollkommen 
brauchbare und mit der Reduktionsmethode nach Bertrand gut iiber- 
einstimmende Werte gibt. 

2. Bei Fiitterung mit einer bestimmten kohlenhydratarmen Grund- 
kost kata es in der Regel in der Rattenleber nur zu einer geringgradigen 
Glykogenanhaufung, die auch nach Zusatz der Natriumsalze der Bern- 
steinsdure, A pfelsdure und Citronensdvre nur ausnahmsweise auf viel 
héhere Kohlenhydratwerte anstieg. 

3. Nach 24 Stunden Hunger enthielt die Leber unserer Ratten 
durchschnittlich 0,4°, Gesamtkohlenhydrate. 

4. Durch Schlundsondenfiitterung nach 24stiindigem Hungern mit 
den Natriumsalzen organischer Sduren, und zwar der Essigsiaure, 
Propionsiure, Buttersiure, Valeriansiure, Capronsiure, ferner der 
d, ]-Milchsiure, Bernsteinsiure, Apfelsiure und Citronensiure, lieBen 
sich nur bei der Propionsdure, Milchsdure und Bernsteinsdure etwa 
zwei- bis dreimal so hohe Werte wie bei den Kontrollratten erziclen, 
wahrend die iibrigen Fettsiuren reine Hungerzahlen ergaben. 

5. Das Glykogenbildungsvermégen der Propionsdure, Milchsdure 
und Bernsteinsdure erscheint daher sichergestellt; dagegen ergab sich 
kein Anhaltspunkt dafiir, daB die Essigsiure, Buttersiure, Valerian- 
siure, Capronsiure, Apfelsiure und Citronensiure als Substrat fiir 
einen Kohlenhydrataufbau im Organismus dienen kénnen. 

6. Sollten also diese letzteren Séuren, welche bei der bakteriellen 
Zerst6rung von Kohlenhydraten im Darm in Erscheinung treten kénnen, 
vom Organismus irgendwie verwertet werden, so muB man wohl annehmen, 
daB diese Verwertung nicht auf dem Wege eines Kohlenhydrataufbaves 
im Organismus erfolgen diirfte. 

Fiir die liebenswiirdige Hilfe bei unseren Schlundsondenversuchen 
sind wir Herru Prof. H.C. Eckstein vom physiologisch-chemischen Labora- 
torium der Universitat Michigan zu groBem Dank verpflichtet. 
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12. Mitteilung zum Mechanismus der Enzymwirkung 


Von 
F. F. Nord und Gertrud Weiss. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Tierarztlichen Hochschule Berlin.) 


Ausgeftihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft. 


(Eingegangen am 18, Mai 1933.) 
Mit 9 Abbildungen im Text. 


1. Ubersicht. 


Unsere gegenwartigen Vorstellungen vom Mechanismus der Enzym- 
wirkung im allgemeinen werden durch zwei miteinander verwandt 
erscheinende, aber voneinander unabhangige Auffassungen beeinfluBt. 


A. Fodor* vertritt seit 1919 die Ansicht, ..daB- man zwar iiber das 
Wesen des aktiven Bestandteiles in einem Fermentsystem nichts aus- 
zusagen vermag**, aber die Proteine, Saccharide, Lipoide usw. die fiir die 
Erhaltung der Aktivitat wnentbehrlichen Trdger der wirksamen Substanz 
seien. Demgegenitiber stellt die Willstattersche Richtung*® eine Hypothese 
zur Erérterung, derzufolge ein Enzymmolekil ein kolloides System darstellt, 
das mit einem aktiven Bestandteil versehen sein soll, der nach Art von 
Gruppen in der organischen Strukturchemie wirksam ist. Es hat den 
Anschein, als ware es zur Zeit schwer méglich, auf Grund des bis jetzt 
vorhandenen experimentellen Materials bzw. dessen zulassiger Deutung 
eine Ansicht dariiber zu aubern, welche von den Anschauungen durch 
objektives Tatsachenmaterial gesicherter vor uns tritt, es sei denn, dab 
im Falle ihrer Bestatigung die letzten Befunde® iiber das neue Oxydations 
ferment als eine Stiitze fiir die Ansicht von Fodor in Anspruch genommen 
werden. Jedentalls sollte aber nicht iibersehen werden. dab es bisher nicht 
gelungen ist, die tiberzeugende experimentelle Begriindung fiir den denk 


} 11. Mitteilung. Zeitschr. f. physikal. Chem. (A), 166, 1, 1933. 

2 A. Fodor, Ergebn. d. Enzymforsch. 1, 52, 1932. 

3 Vgl. z. B. R. Willstdtter, Problems and methods in enzyme research. 
Ithaca, N.-Y., 1927; Proc. Roy. Soc. (B) 111, 282, 1932. 

40. Warburg u. W. Christian, Naturwiss. 20, 980, 1932. 
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baren Einwand zu erbringen, daB im kristallinen Zustand erhaltene Enzyme 
wie Pepsin, Trypsin, Urease usw. keine einheitlichen EiweiBkérper seien. 
Demnach erscheint zur Zeit der SchluB zulassig, dab das physikalisch- 
chemische Verhalten dieser und anderer hierher gehériger Kérperklassen 
fiir die Beurteilung und das Verstandnis der Wirkungsweise auch noch 
nicht isolierter Enzyme richtunggebend sein kann. 

In der vorhergehenden Mitteilung sind weitere Ergebnisse von 
Untersuchungen ver6ffentlicht worden, die von dem Bestreben geleitet 
sind, unsere vor mehreren Jahren gemachte Beobachtung, daB eine 
zellfreie Zymaselésung bei Aufbewahrung im Temperaturbereich von 

5° bis —- 15°* nicht nur ihre enzymatische Wirksamkeit beibehalt, 
sondern, dafS die mit ihrer Hilfe bei der Vergiérung von Glykose ent- 
bundene Kohlensiuremenge kurz nach Beendigung der ,,Induktions- 
zeit’ voriibergehend héher ist als gewé6hnlich, auch mit Hilfe bio- 
physikalisch-chemischer Methoden zu verstehen. 

Die gefroren gewesenen, lyophil-kolloiden Zymaselésungen haben 
tiberdies ihre Oberflachenspannung und auch ihre Viskositat verdndert, 
und auBerdem konnten wir feststellen, daB ihre Garfahigkeit durch 
Athylen bzw. Acetylen gehemmt werden kann, ohne da unter dem 
Einflu8 dieser Adsorptive eine mit der Hemmung parallel laufende 
Fallung eintritt. Einer bei der Zymaselésung beschriebenen Feststellung 
verwandte Beobachtung ist erst in allerjiingster Zeit gemacht worden. 
M.Gard' konnte mitteilen, daB ein bis 12° gefrorener Mazerations- 
saft von Lenzites variegata nach dem Auftauen ein voriibergehendes 
Ansteigen der Wirksamkeit von Peroxydase und Tyrosinase aufweist. 
Der Verfasser nimmt an (ohne allerdings irgendeinen Beweis dafiir zu 
erbringen), daB es sich hier um ein Anwachsen der Menge der in Frage 
kommenden Enzyme handelt: ,,Si la masse de diastases croit avec la 
durée du gel, il semble y avoir un maximum qui, pour Lenzites variegata, 
a lieu entre 38 et 41 heures. Cet optimum atteint, la courbe devient 
nettement décroissante’‘. Trotzdem steht der Befund als solcher in 
gutem Einklang mit unseren eigenen Feststellungen und ist um so 
beachtenswerter, als es sich hier um Vertreter einer anderen Enzym- 
gruppe handelt. 

Aus unseren friiheren Arbeiten ist bekannt, daB an der Oberfliche 
der Teilchen von Enzymlésungen dieselben Gase? adsorbiert bzw. in 
kolloidchemisch sich verwandt verhaltenden Lésungen verzehrt werden 
kénnen, die bei verschiedenen Zellreaktionen eine Erhéhung der enzyma- 
tischen Tatigkeit, unabhingig von ihrer etwaigen Reduzierbarkeit, 
durch Steigerung der Zellpermeabilitat bewirken. Um die Zusammen- 


* F.F. Nord, Nature 120, 82, 1927. 
1 M.Gard, C.r. 194, 1184, 1932. 
2 F.F. Nord, Transact. Faraday Soc. 26, 760, 1930. 
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hinge zwischen dem mdéglichen Grad einer enzymatischen Wirkung 
und dem kolloidchemischen Zustand des Tragerenzymsystems weiter 
aufzuhellen, schien es erforderlich, das bereits in einigen Fallen an- 
gewandte Verfahren der Kryolyse! in Verbindung mit besonderen 
gasbeladenen lyophilen Kolloiden anzuwenden. 

Unter Kryolyse soll wie auch an anderen Stellen angegeben 
die systematische Anwendung verschiedener Frosttemperaturen und Fricr- 
geschwindigkeiten, erforderlichenfalls auch wiederholt, auj verschicdene 
Substrate verstanden werden. Hierdurch wird die Grundlage zur Be- 
stimmung von Veranderungen geschaffen, die auf rein physikalischem 
Wege reversibel oder irreversibel verlaufen. 

Soweit Frierversuche in Verbindung mit einer Enzymwirkung friihet 
zur Austiihrung gelangt sind, haben sich diese auf die nicht fernliegende 
Feststellung beschrankt, daB Enzyme der Einwirkung tieferer Temperaturen 
widerstehen kénnen? und fahig sind, erneut als Katalysatoren zu wirken 
sobald die Temperatur wieder normal und die Umgebung auch in sonstiger 
Hinsicht geeignet geworden ist. Es wurden u.a. Lipase (waihrend 89 Mo 
naten bei einer Temperatur von 9,4° bis 12° aufbewahrt), Pepsin, 
Trypsin, Lab (etwa 1 Stunde bei 191° gehalten), Thrombin (wihrend 
13 Minuten bei etwa 186° aufbewahrt) neben Peroxydase und Katalase 
untersucht. Uberdies sind von Thunberg? Frierversuche mit Muskulatur 
in bezug auf ihr Vermégen, eine Reihe von Substanzen zu oxydieren, aus 
getuhrt worden. Jedoch sind weder Folgerungen aus den gemachten Beob- 
achtungen gezogen, noch begriindete Annahmen iiber die bei der Frost 
wirkung in Frage kommenden Vorginge geiuBert worden. 


2. Arbeitsweise und Substrate. 

Uber die in der vorliegenden Untersuchung herangezogenen Meb- 
methoden und Apparate ist das Not wendige im ersten Teil dieser 
Arbeit gesagt worden 4. 

Dagegen erfordern die herangezogenen Substrate einige Worte der 
Erklarung. Wir arbeiteten hier namlich a) mit Lésungen von Saponin 
[aus Radix saponaria (Werck) mit 2,9°, Aschengehalt]|, b) mit Gummi 
arabicum-Losungen und c) mit Lésungen von Metacholesterin. 

Sowohl Gummi arabicum als auch die Saponine gehoren in die 
Gruppe der Glykoside mit der MaBgabe, daB im Falle des hoch- 


1 F.F. Nord u. O.-M. v. Ranke-Abonyi, Science 75, 54. 1982: O.-M. 
v. Ranke-Abonyi u. F.F. Nord, 10. Mitteilung z. Mechanismus d. Enzym- 
wirkung, Kolloidzeitschr. 58, 198, 1932; F. Ff. Nord, O.-M. 1+. Ranke-Abonyi 
u. G. Weiss, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 65, 1148, 1932: Zeitschr. f. Elektro- 
chem. 8S, 632, 1932; Journ. Indian. Chem. Soc., Festschrift fiir Sir 
P.C. Ray, 8. 251; Calcutta 1933. 

2 JS. Hepburn, Biochem. Bull. 4, 136—140, 1915. 

37. Thunberg, Skand. Arch. f. Physiol. 40. 71, 1920. 

* Auch dort wurden die Veranderungen durch Vergleich bzw. Be- 
stimmung der Oberflachenspannungswerte bzw. Casaufzehrung vertolgt. 
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polymerisierten) Gummi arabicums die Hexosen bzw. Pentosen im 
allgemeinen an komplexe Sauren gebunden sind, wogegen die in den 
Saponinen befindlichen, an die Zucker gebundenen Reste Umwandlungs- 
produkte der Sterine darstellen. Dem strukturchemischen Verwandtsein 
der hier genannten Koérperklassen im allgemeinen steht also eine Ver- 
schiedenheit entgegen, die durch die kolloidchemischen Eigenschaften, 
insbesondere des Hauptvertreters der Sterine, des Cholesterins, bedingt 
ist, das sich wie ein lyophobes Kolloid verhalt. Dementsprechend war 
zu erwarten, daB ein Vergleich des kolloidchemischen Verhaltens von 
Gummi arabicum und Saponin auch unter Anwendung der Kryolyse 
zuungunsten des Saponins ausfallen werde. 

Wir waren daher bestrebt, eine Substanz ausfindig zu machen. 
die bei strikter Vergleichbarkeit ihres Verhaltens mit dem lyophiler 
Kolloide strukturchemisch als Mittler die hervorstechendsten Merkmale 
einer chemischen Verwandtschaft aufzuweisen hatte. Hierbei stieBen 
wir (auch auf Grund von unaufgeklarten Beobachtungen, die wir vor 
vielen Jahren bei der katalytischen Hydrierung des Cholesterins 
gemacht haben) auf ein wichtiges Umwandlungsprodukt des Chole- 
sterins, namlich das Metacholesterin. Das normale Cholesterin und 
das Metacholesterin unterscheiden sich chemisch lediglich durch die 
Lage der Doppelbindung, die sich von den Kohlenstoffatemen 6, 7 des 
normalen Cholesterins zu den Kohlenstoffatomen 7, 8 des Metacholesterins 
verlagert : 


CH, CH, 
H,C CH HC CH 
| Cy Hys C14 Hys 
HC.) 0cHI He CH 
H,c? ' €—;CH, H,¢ ¢—;CH 
H,C, ,CH ;CH H,C CH CH 
eg ; 
‘\ 
HC.OH CH HC.OH CH, 


Auch aus den Untersuchungen von ./. Lifschiitz? baw. R. de Fazi8 
geht hervor, daB das Blutcholesterin mit dem rhombischen Cholesterin 
der Gallensteine nicht iibereinstimmt. 


Das erstere stellt ein Isomeres des letzteren dar. und — abgesehen von 
der Verschiedenheit der in der organischen Chemie gebrauchlichen physikali- 
schen Konstanten — unterscheidet es sich vom Gallensteincholesterin 


dadurch, daB ein vaselinhaltiges Gemisch des Blutcholesterins haufig tiber 
500°, Wasser, das lyophobe Gallensteincholesterin aber kaum 30°, des- 


' F.F. Nord, diese Zeitschr. 99, 261, 1919. 
2 J. Lifschiitz, Arch. f. Pharm. 265, 450, 1927; 270. 253, 1932. 
3 PR. de Fazi, Gazz. 61, 630, 1931. 
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selben aufnehmen kann. An diesem Umstand dirfte es bis zum Erscheinen 
der umfassenden und = systematischen  physikalisch-chemischen Unter 
suchungen tiber den kolloidalen Zustand des Cholesterins von J. Remesou 
aber auch spaterer Untersucher gelegen haben, dab fast alle Autoren, Je 


1 


nach der Quelle des Chol- 





esterins ob aus Eieroél, 75 ae 
Blutfett oder aus Gehirntett 
yvewonnen vielfach nicht ™ 
in der Lage sind. thre eigenen 
Ergebnisse zu reproduzieren. 
Nach Angaben von J. Lif- 
schitz? enthalt namlich das 
Kierél durechweg  rhombi- 
sches, also eigentliches Chol- 
esterin, das Blutfett fast 
durchweg Metacholesterin, 





© wngerroren 

























wahrend im Gehirntett beide 60} x 2 Stunden be’-18gefroren 
Cholesterinarten zu etwa | 2Stunden bei petroren 
gleichen Teilen vorhanden 
sind. Um die sonst so iiber- [ 
aus wichtigen Befunde von 59 7 9 = 7 thge 
Remesow richtig deuten zu 
kénnen, bedarf es daher ver- Abb. 1. 
mutlich gar nicht der An- Oberflichenspannungen von Gummi arabicum- 
5 Losungen. 
nahme, das Cholesterinsole 
ihren kolloidalen Charakter 
in Gewebssiften im Sinne 75 } 
eines Uberganges lyophil- 4, 
lvophob &éndern, wenn wir tm 
an die vorherrschende An- : 
wesenheit des lyophilen Meta- a 
cholesterins im Blutfett 
denken. 
65 
3. Messung der Oberflichen- 
spannungen, 
. © wngerroren | 
a) Gummi arabicum, 60 te ungerroren, mit Cot, begast 
— ee 4 be/-18gerroren, mit Coby begast 
Der EinfluB des Frostes ‘ be. wehoren mt os | 





auf die Oberflichenspan- 





nung wurde im Konzen- Sr = = : —_ 
v < / Vv 109 ¢ 
trationsbereich 5 bis 10-® %, 
fol Di lich Abb. 2. 
vex olgt. le wesentlichen Oberflichenspannungen von Gummi arabicum- 
Anderungen spielen — sich Lisungen. 


entsprechend den in Abb. 1 
wiedergegebenen Kurven im MeBbereich 10-4 bis 5°, ab und weisen in 
beiden Frostbereichen eine durchgehende Erhéhung auf: abgesehen von 


1 J. Remesow, diese Zeitschr. 218, 86—190, 1930. 
2 J. Lifschitz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 114, 122, 1921. 
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einem ungefahr bei der Konzentration 10-'°,, liegenden, sehr flachen 
Minimum im Frostbereich von 79°. Die beobachtete Erhéhung steigert 
sich unter dem Einflu8 des Athylens (Abb. 2) bei gleichzeitiger Kompen- 
sierung des oben erwahnten Minimums durchgehend und erheblich. Der 
KinfluB des Stickoxyduls (Abb. 3) ruft bei dem Gummi arabicum ab- 
gesehen vom Konzentrationsbereich 5 bis etwa 1°, -— eine durchgehende, 
wie bereits bei den anderen Substraten beobachtete Erniedrigung der 
Oberflichenspannung in den Konzentrationsbereichen bis 10 °°, 
hervor. Hierbei ist ein bei 107°, liegendes Minimum beachtenswert, 
das jedoch im Gegensatz zu unseren Beobachtungen am Eialbumin 
weder im Frostbereich von 18°, noch im Frostbereich von 79° 
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Abb. 3. 


Oberflichenspannungen von Gummi arabicum-Lésungen. 


verschwindet. Immerhin ist hervorzuheben, daB im verdiinnten Bereich 

selbst im Falle des Gummi arabicums auch die durch das Stick- 
oxydul im ungefrorenen Zustande bewirkte Oberflachenspannungs- 
erniedrigung in solchem Mae ausgeglichen wird, daB die betreffenden 
Werte im Konzentrationsbereich 10-4 bis 10-®°% stufenweise in die 
Nihe der Grundwerte aufriicken. Aber auch im Konzentrations- 
hereich 10-4 bis 10-6°, wird die durch das Stickoxydul bewirkte Ober- 
flichenspannungserniedrigung im Frostbereich von 79° nicht nur 


ausgeglichen, sondern die Werte iiberhéhen sogar die in der Grund- 
kurve festgehaltenen MeBpunkte. 
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b) Saponin. 

Die Oberflachenspannung der der Frostwirkung bei 79° aus- 
gesetzten Saponinlésung (Abb. 4) erhéht sich in den Konzentrations- 
bereichen 5 bis 10-°°, durchgehend. Diese Erhéhung steigert sich noch 
hetrachtlich, wenn eine Begasung mit Acetyvlen (Abb. 5) an Substraten 
vorgenommen wird, die der Frostwirkung sowohl bei 18° als auch bei 

79° ausgesetzt gewesen sind. Hierbei ist zu beachten, da sich die 
Kurven im Konzentrationsbereich 10°! bis 10-*°, etwas verflachen. 


c) Metacholesterin. 

Vollkommen eindeutig gestalten sich die Verhaltnisse beim Meta- 
cholesterin, dessen kolloide Lésungen wir in folgender Weise hergestellt 
haben. 

Das Metacholesterin wurde in der etwa 20fachen Menge absoluten 
Alkohols heiB gelést und unter Umschwenken in eine mindestens 
100fache Menge heiBen Wassers eingegossen. Es entsteht sofort eine 
milchige Lésung, die auch beim Kochen nicht ausflockt. Aus ihe libt 
sich der Alkohol durch Erhitzen auf einer Heizplatte oder auf kleiner 
Flamme entfernen. Das verdampfende Wasser mu von Zeit zu Zeit 
ersetzt werden. Die auf diesem Wege hergestellten wasserigen Losungen 
kénnen bis zu einer Konzentration von 0.3°, erhalten werden. — Sie 
bleiben wochenlang stabil, ohne aufzurahmen oder auszuflocken. 

Die Frostwirkung ruft in dem hier angegebenen Konzentrations 
bereich (Abb. 6) eindeutig und durchgehend eine Erhéhung der Ober- 
flachenspannungswerte bei dieser biochemisch so bedeutsamen Sub- 
stanz hervor. Werden nunmehr die Zahlen betrachtet, die sich aus det 
Bestimmung der Oberflachenspannungswerte ergeben, die wir nach 
erfolgter Gasbeladung der der Kryolyse ausgesetzt gewesenen Substrate 
erhalten, so ergeben sich folgende scharfe Unterschiede. Die Begasung 
durch Athylen (Abb. 7) erhéht die Oberflachenspannungswerte de: 
ungefroren gewesenen Substanz nur unwesentlich. wogegen die Er- 
héhung durch Acetylen (Abb. 8) ganz betrachtlich ist. Demgegeniiber 
verhalten sich die Unterschiede, die bei der nach der Kryolyse durch- 
gefiihrten Begasung beobachtet wurden, umgekehrt. 

Sehr gut stimmen unsere Beobachtungen mit den_ bisherigen 
Erfahrungen iiberein, die wir bei der Kryolyse dieser Substanz in Ver- 
bindung mit der Beladung durch Stickoxydul (Abb. 9) gewonnen 
haben. Im ungefrorenen Zustande wird die Oberflachenspannung, wie 
zu erwarten war, in fast allen Konzentrationsbereichen betrachtlich 
herabgesetzt. Nachdem die Substanz bei 18° gefroren und nach 
dem Auftauen begast war, beginnen sich die Oberflachenspannungs- 
werte durch entsprechende Erniedrigung bzw. Erhéhung zu kom- 
pensieren, wodurch die Kurve zwischen der Grundkurve und det 


Biochemische Zeitschrift Band 263. 24 
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Abb. 4. 
Oberflachenspannungen von Saponinlisungen. 





















so\-° ungerroren : 
““ | 0 wngefroren, mi? CoAp begas? 
A bei-18°Gefroren, mit Coty begast e 
x ber-79Getroren, mit Cohy begast 
ys a 
“6 -¥ J i + 0 lage 
Abb. 5. 


Oberflichenspannungen von Saponinlisangen. 
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Abb. 6 
Oberflichenspannungen von Metacholesterinldsungen 
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Abb. 7. 
Oberflaichenspannungen von Metacholesterinlisungen. 
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Oberflichenspannungen yon Metacholesterinlisungen. 
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Abb. 9. 
Oberflachenspannungen von Metacholesterinlisungen. 
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Gaskurve’ verlauft. Die durch die Frostwirkung hervorgerufene 
Verkleinerung der Teilchen bzw. Vergr6Berung ihrer Oberflache wird 
i einer anhaltenden Temperatur von 79° in solchem Mabe offen- 
kundig, daB die Oberflachenspannungswerte nach erfolgter Begasung 
der aufgetauten Lésung nicht nur die bei 1s® erzielten Werte, sondern 


sogar die der Grundkurve ganz betrichtlich wberragen. 


t. Frostwirkung und Gasverzehrung. 

Ahnlich wie bei der Untersuchung des Verhaltens von Natrium- 
oleat, Eialbumin und Gelatine haben wir auch im Falle der hier be- 
handelten Substrate Stichproben zur Bestimmung der Gasverzehrung 
in einzelnen Konzentrationsbereichen vorgenommen (Tabellen I und L1). 


Tabelle I. 


Athylenautzehrung in Kubikzentimeter. 





2 Std. gefroren 


Loésung Ungefroren 
bei 1s bei rit) 
OS ae eee ee 12.42 
Gummi arabicum, 1°, . .. . 7.70 10.4 10,7 
a 9.76 11.68 
Metacholesterin, 001°, . 2... 5,42 6.83 5,66 


Tabelle I]. 


Acetvlenaufzehrung in Kubikzentimeter. 





2 Std. gefroren 


Lisung Ungefroren 
bei 180 bei 79 
Wasser ae ae 90.38 
Gummi arabicum, 01°... . $792 88.79 
Saponin, a 93.03 93.55 
Metacholesterin, 01°, . ... 92,01 91.61 92,52 


Da es sich im Falle der vorliegenden Substrate nirgends um Kon- 
zentrationen handelt, in welchen einerseits molekulare Lésungen in 
Frage kommen, andererseits der eigentliche l6sende Raum sich ver- 
grobert haben kénnte, ist die Tatsache der vermehrten Gasaufnahme 
in Verbindung mit unseren friiher mitgeteilten methodischen Unter- 
suchungen iiber die Desaggregation-Aggregationstheorie als eine weitere 
Stitze fiir die Wahrscheinlichkeit ciner Verkleinerung der Teilchen- 
gréBe lvophiler Kolloide unter dem EinfluB des Frostes anzusehen. 
Nur war auch diesmal eine Entscheidung dariiber nicht mdglich, ob 
und in welchem Falle ein Teil der Gase permutoid eingedrungen ist baw. 
in der Grenzphase adsorbiert wurde. Eine VergréBerung der wirksamen 
Oberflache muB aber unter allen Umstanden eingetreten sein, da sonst 
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eine Umkehrung der Oberflichenaktivitaét der Teilchen nicht mdéglic| 
gewesen wire, wie insbesondere aus unseren Messungen der Ober 
flachenspannungen in Gegenwart des Stickoxyduls ersichtlich ist. 

Es soll im iibrigen nicht unerwahnt bleiben, daB die prozentuel/ 
Abweichung der im ungefrorenen bzw. gefroren gewesenen Zustand: 
aufgenommenen Gasmenge beim Acetylen naturgemaB  erheblic! 
kleiner ist als die entsprechenden Unterschiede bei der Athylen 
aufzehrung. Es ist, abgesehen von dem Unterschied der Solvatatior 
dieser Gase, vornehmlich zu beachten, daB sich das Acetylen im Wasse: 
etwa neunmal leichter lést als das Athylen. Der prozentuelle Ante: 
der durch die kolloiden Teilchen verzehrten Gasmenge ist dement 
sprechend erheblich geringer, wobei sich auch die Unterschiede kleine: 
gestalten, die durch die infolge der Frostwirkung veranderten Obe: 
fliche hervorgerufen werden. 

Im iibrigen sei daran erinnert, daB wir bereits friiher! die Fest 
stellung vom verminderten Haftvermégen des Acetylens gegeniibe: 
dem Athylen an Enzym- bzw. Trageroberflichen machen konnten 
Diese Beobachtung findet eine gute Bestatigung in den jiingst mit- 
geteilten Daten von Nyrop?, nach welchen die lonisationsenergie von 
11,5 Voltelektronen beim Athylen einer solchen von 12,5 beim Acetylen 
entspricht. 

5. Zusammenfassung. 

Ausgangspunkt unserer Untersuchungen war die Beobachtung. 
daB eine lvophil-kolloide Zymaselésung, nachdem sie der Frostwirkung 
ausgesetzt und wieder aufgetaut war, unter sonst gleichgebliebene: 
Versuchsbedingungen eine voriibergehend erhéhte Wirksamkeit zu 
entfalten vermag. Es wurde aus der nur zeitweilig erhéhten Wirksam 
keit der SchluB gezogen, daB unter der Einwirkung des Frostes ein 
VergréBerung der Oberflache eintritt, die wiederum eine Steigerung 
der Empfindlichkeit gegen intermediire Vorginge bzw. Reaktion- 
produkte nach sich zieht. 

Mit Hilfe der Kryolyse und verschiedener physikalisch-chemische: 
MeBmethoden konnte der Nachweis erbracht werden, daB lyophil 
Kolloide unter dem EinfluB des Frostes sowohl in Lésungen als auch 
bei Emulsionen eine irreversible physikalische Verainderung erleiden 

Wie einleitend bemerkt, hat auch Gard in einer anderen Grupp: 
von Enzymen ahnliche Beobachtungen gemacht. Da es zur Zeit kein: 


1 3. Mitteilung z. Mechanismus d. Enzymwirkung, Zeitschr. f. physio! 
Chem. 188, 216, 1929. 

2 J.E.Nyrop, Protoplasma 14, 624, 1932; vgl. auch F.F. Nord 
Zum Mechanismus der Enzymwirkung unter besonderer Beriicksichtigung 
der Kryolyse, 8.28. Stuttgart 1933. 
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einleuchtende Veranlassung gibt zu der Uberlegung, daB8 die kolloid- 
chemischen Eigenschaften der Enzyme nicht mit denen lyophilet 
Kolloide vergleichbar waren, diirfte aus dem methodischen Abstecken 
des Verhaltens sowohl homogener als auch. heterogener lyophiler Kolloide 
unter dem EinfluB des Frostes die Folgerung berechtigt sein, daB diese 
Befunde Analogieschliisse im Bereich natiirlicher Enzyme erméglichen. 
Unsere Ergebnisse kénnen im iibrigen auch eine experimentell  be- 
grindete verbindende Grundlage fiir die in der Einleitung erwahnten 
Arbeits- bzw. Wirkungshypothesen darstellen, wenn wir Was ins- 
hesondere durch die Beobachtungen an gefroren gewesenen Zymasen 
bzw. Peroxydasen und Tyrosinase gerechtfertigt erscheint — annehmen, 
dap die Wirksamkeit des Enzymsystems um so groper bzw. geringer ist, 
je groper bzw. kleiner die verankernde Oberjliche des .unwirksamen* 
Teiles ist, und dap demgemap der Grad der Leistungsfahigkeit des aktiven 
Bestandteiles des kolloiden Enzymsystems von der Festigkeit der Bindung 
cum Trdgersystem abhdngt, die im umgekehrten Verhdltnis zum Di- 


spersitatsgrad des letzteren steht. 











Uber die Aufspaltung von Stickstoffbindungen 
im Eiwei6 und in Peptiden im Lichte der Quarzlampe. 


Von 
H. ©. Eekstein (Ann Arbor, Michigan, U.S.A.) und Fritz Lieben. 
Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Einge gangen am 19. Mai 1933.) 


Vor kurzem wurde! durch Kombination der Bestimmung des freien 
Aminostickstoffs nach van Slyke und des frei gewordenen Ammoniaks 
nach Folin konstatiert, da bei der Aminosdure Histidin das durch 
Bestrahlung mit einer Quarzquecksilberdampflampe (Herdus, 220 Volt 
Gleichstrom, 2000 HK) entbundene Ammoniak héchstwahrscheinlich 
ausschlieBlich dem Imidazolkern und nicht der Seitenkette entstammt, 
daruber hinaus aber eine Bildung von neuen Aminogruppen nicht 
erfolgt. Beim Prolin war die Erscheinung eine analoge, nur war der 
gesamte Effekt weniger deutlich, da dieser Stoff eine héhere Resistenz 
gegentiber dem EinfluB der Bestrahlung besitzt. 

In der vorliegenden Arbeit war es unsere Absicht, die Verhaltnisse 
bei Eiweibkérpern zu untersuchen. Hier konnten eventuell neu auf- 
tretende Aminogruppen, ebenso wie das abgespaltene Ammoniak, sowoh! 
aus N-haltigen cyeclischen Aminosiéiuren sich  herleiten, wie durch 
Offmung ven Peptidbindungen entstanden sein. 


Ks handelte sich zunachst darum, festzustellen, ob eine bestrahlt 
Kiweiflosung aiberhaupt ihren van Slyke-Wert fiir freie Aminogruppen 
andert, bzw. Ammoniak abspaltet. Es wurde Globin wegen seincs 
Histidinreichtums --, dann Gelatine und Casein untersucht. In allen 
drei Fallen waren die Befunde positiv. Die Proteie wurden bei sauret 
Reaktion bestrahlt, um ein Entweichen von entstehendem Ammoniak 
zu verhindern. 

1. Globin (dargestellt nach Schulz)?, 0.77°, in verdiinnter Essigsaure 


100 cem Lésung (A) + leem anthrachinondisulfosaures Na, 0,1°,, als 


1 FEF. Lieben u. V.Getreuer, diese Zeitschr. 259, 1, 1933. 
2 F.N. Schulz, H. 24, 449, 1898. 
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Sensibilisator, nach | Stunde wird noch | cem davon zugefiigt ; 2 Stunden 
Bestrahlungsdauer, 15 ¢m senkrechter Abstand von der Quarzréhre, das 
(refaB wird standig mit Eis gekiihlt. 

Als Kontrolle wird eine ganz analog bereitete Lésung (B) samt Sensibili 
sator im Brutofen bei etwa 35° geha!lten (2 Stunden). 

Die Dauer der Bestimmung nach ran S/yke betrug stets 1'/, Stunden, 
um das gebildete Ammoniak. das bekanntlich langsamer reagiert, zuvet 
lassig mitzuerfassen. 

van Slyke-Wert A tiir 100 cem ber.: 8.85 mg NH,-N 
7. B .. 100 


Differenz: 3,83 mg NH,-N 
Folin-Wert A fiir 100 cem ber.: 2,34 mg Ammoniak-N 
re BS . SO « ve 1.01 
Differenz: 1,33 mg Ammoniak-N 
Von dem im Apparat von van Slyke gemessenen, durch die Bestrahlung 
neu gebildeten Aminostickstoff von 3,83 mg sind 1,33 mg abgespaltener 
Ammoniakstickstoff, der Rest, also 2,50 mg, bezieht sich auf neu entstandene 
freie Aminogruppen. 


Weitere Versuche gibt die folgende Tabelle wieder: 





Se Amino-N nach ’ Ammoniak-N 


van Slyke 


B 


N 





Ke- 


Eiweibkorper Anmerkung 





=> Aybe- B (Brut- 

bend 3 

t strahlt) ofen) A ; 

Std. mg mg mg mg mg 


Globin, 0,687 °%, 2 665 461 2.04 1,12 0 0.92 | 

Globin, 0,687 °, . 3 801 463 3,38 1,24 0 2.14 shan ge 

Gelatine, 0,5 ° 2 | 4.76 280 1,96 046 0 1,50 pos * -— 

Gelatine, 0,5 °% 2 5.26 3.80 146 0,46 0 1,00 

Casein, 0.5 of N H.-Be- 
(Hammarsten) 2 7.74 5.65 2.09 O87 0,20 1,42 ML. lurch 

Casein, 05° if Destillatior 
(Hammarsten) 2 | 758 562 1,96 0.79 018 mit BgO 


Samtliche Zahlen bezichen sich auf 100 eceem Lésung. Wir sehen 
durchwegs eine betrichtliche Zunahme des van Slyke-Wertes, die sich 
aus zwei Summanden, 1. dem durch die Bestrahlung abgespaltenen 
Ammoniak-N, 2. dem neu gebildeten freien Aminu-N, zusammen- 
setzt: der letztere Wert ist zumeist der héhere. Die Konzentration 
der EiweiBlésung diirfte sich nicht mehr wesentlich steigern lassen; 
eine 1°, ige Caseinlésung zeigte keinen hier in Betracht kommenden 
Effekt der Bestrahlung mehr, wahrend, wie wir aus friiheren Ver- 
suchen! wissen, das Tryptophan des Caseins bei dieser Konzentration 
angegriffen wird, allerdings kaum das Tyrosin. 


F.. Lieben, diese Zeitschr. 187, 307, 1927. 





H. C. Eekstein u. F. Lieben: 


Wir versuchten nun, uns tiber die Herkunft dieses durch die Be 
strahlung neu gebildeten Amino- bzw. Ammoniakstickstoffs zu orien- 
tieren und priften zunachst an niederen Peptiden, ob Peptidbindungen 


durch die Bestrahlung etwa leicht gelést werden. 


Es wurden Glycylglycin, Glyeyl-!-Leucin und d, l-Leucylglyeyl- 
glycin, ferner Glycinanhydrid (simtliche Priaparate von Hoffmann- 
La Roche, Basel), alle in m/200 Lésung mit anthrachinondisulfosaurem 
Na als Sensibilisator unter denselben Versuchsbedingungen wie di: 
EiweiBlésungen —- schwach saure Reaktion, 2 Stunden Dauer, 15 cm 
Vertikalabstand, Kiskiihlung bestrahlt. Dabei war niemals eine in 
Betracht kommende Erhéhung des van Slyke-Wertes, noch auch eine 
wesentliche Ammoniakabspaltung wahrzunehmen. 


Witte-Pepton (Peptonum siccum) wurde in 0,926-, 0,5- und 0,25 ° jig 
Lésung bestrahlt; in allen Fallen war das Resultat ebenso negativ wie 
bei den Peptiden. Es ist erwihnenswert, daB wir bei allen Versuchen 
stirker bei der konzentrierteren Lésung als sichtbaren Effekt der 
Bestrahlung eine Hautbildung in der wiisserigen, schwach angesiuerten 
Lésung wahrnehmen konnten. Diese Erscheinung soll noch nahet 
studiert werden (Plasteinbildung /). Der negative Ausfall der zuletzt 
erwahnten Versuche macht es auch fiir die EiweiBkérper zum mindesten 
unwahrscheinlich, daB eme Ammoniak- bzw. Aminogruppenneubildung 
durch Offnung der Peptidbindungen zustande kommt. Das kolloidale 
Milieu sollte hier vielmehr schiitzend auf die Peptidbindungen wirken, 
die schon in der niedermolaren Lésung der Bestrahlung widerstehen. 
Man miuBte daher wohl eher an die N-haltigen, cyclischen Amino- 
siuren, besonders das Histidin, denken. Der Unterschied des Ver- 
haltens von freiem Histidin gegeniber dem gebundenen bestiinde nur 
darin, daB beim ersteren der neu auftretende van Slyke-N ausschlieBlich 
in Form von Ammoniak, beim letzteren auch in Form neu gebildeter 
Aminogruppen auftritt. Der Gehalt der Gelatine an dieser Aminosiiure 
ist allerdings ein sehr geringfiigiger (weniger als 1°), und es miubte 
hier ein unverhaltnismaBig gr6Berer Teil davon angegriffen werden 
als im Globin mit 13 bis 14° Histidin: es kénnten aber vielleicht 
auch das Prolin und Oxyprolin herangezogen werden, welch letztere 
in der Gelatine reichlich vorhanden sind. Eine gréBere Schwierig- 
keit bietet das negative Ergebnis der Versuche beim Wotte-Pepton, 
das nach Orientierungsversuchen mit einer hier im Institut aus- 
gearbeiteten Histidinbestimmungsmethode Histidin zu enthalten 
scheint. Es ware mdglich, daB die vorhin erwaihnte Hautbildung 
die Witte-Peptonlésung vor der Einwirkung des Lichtes weitgehend 


schiitzt. 





Aufspaltung von Stickstoffbindungen im Eiwei®B usw. 


Von den Aminosduren, die mehrere Stickstoffatome in verschiedener 
Bindung in ihrer Molekel enthalten, war beim Arginin schon frither 
gefunden worden!, daB das im Lichte der Quarzlampe abgespaltene 
Ammoniak héchstwahrscheinlich nur aus der %-Aminogruppe stammt, 


zumal bei der gleichen Versuchsanordnung Guanidin nicht angegriffen 
wird. 

Wird nun die Bestrahlung einer Argininlésung (0,105°,. Praparat 
von Roche) unter den Versuchsbedingungen wie oben vorgenommen, so 
erhalt man im alkalischen Milieu bei der Bestimmung des freien Amino-N 
nach van Slyke, Versuchsdauer |',, Stunden, fiir die 

bestrahlte Lésung A (ber. fiir 100 c¢em): 2.86 mg Amino-N 
Kontrollésung B ( oe PO® « 2 TR 


(tir den a-NH,-N ber. 7,00 mg). 


‘* 


Es besteht ein Manko von 4,15 mg; das ist der Stickstoff, der als 
Ammoniak bei der alkalischen Reaktion aus der Lésung entwichen ist. 
Ein analoger Versuch gab die Werte: 


van Slyke A: 3.93 mg Amino-N 


cc ca col 
o = B: 7,07 in 


3,14mg N als NH, entwichen. 
NH, (Bestimmung durch MgO- Destillation) 


A: 1.86 mg Ammoniak-N 
B: 0,07 


179mg Ammoniak-N 


in der Lésung noch vorhanden, daher 3,14 ~ 1,79 mg 4.93 mg NH,-N 
bei der Bestrahlung entstanden. Eine Bestimmung nach ran Slyke von nut 
5 Minuten Dauer, bei der das Ammoniak iiberhaupt nicht erfaBt wird. 
ergab 
fir A: 2,30mg Amino-N 
B: 7,10 


d. h. 4.80 mg N fehlen, in guter Ubereinstimmung mit dem oben bestimimten, 
insgesamt entstandenen Ammoniak. Die Ammoniakabspaltung macht 
hier fast 70°, des x-Aminostickstoffs aus. In saurer Loésung ist) beim 
ran Slyke-Wert ein Unterschied nach der Bestrahlung nicht wahrzunehmen; 


die Ammoniakabspaltung (MgO-Destillation) betriigt 


fiir A: 122mg Ammoniak-N 
B: 0.07 


115mg Ammoniak-N 


also 16,4°,, des x-Amino-N, sind entstanden. Von Lieben und Urban (1. ¢.) 
wurden seinerzeit I18°,, gefunden. 
Man sieht, daB beim Arginin im Gegensatz zu friiheren Beob- 


achtungen an anderen Aminosauren (Lichen und Urban, |. ec. 8. 255) 


1 FEF. Lieben u. F. Urban, diese Zeitschr. 2389, 250, 1931. 
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H. C. Eckstein u. 
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die Ammoniakabspaltung im alkalischen Milicu bedeutend starker ist 
als im sauren. Das Verhalten der anderen Aminosaduren soll mit det 
hier verwendeten Methodik noch tiberpruft werden. 

Eine Mitwirkung anderer Stickstoffatome auBer dem = g-Amino- 
stickstoff an dev Ammoniakbildung besteht nicht, da sonst der van Slyke- 
Wert nach der Bestrahlung hatte héher sein miissen als zuvor. Das 
Arginin ditrfte demnach auch in den Proteinen einen Beitrag zu dem 
neu auftretenden van Slyke-Stickstoff nicht liefern. 


Zusammenfassung. 

1. Lésungen von Globin, Gelatine und Casein, bei schwach saurer 
Reaktion mit der Quarzlampe bestrahlt, zeigen ein deutliches An- 
steigen des im van Slyke-Apparat bestimmbaren Aminostickstoffs. 
Ein Teil dieses Anstiegs ist auf die Abspaltung von Ammoniak, cin 
Teil auf die Neubildung von freien Aminogruppen zuriickzufiihren. 

2. Es ist wenig wahrscheinlich, daB diese Zunahme des van Sl yk 
Stickstoffs ganz oder zum Teil durch Lésung von Peptidbindungen 
zustande kommt, da mehrere untersuchte niedere Peptide, ebenso wie 
Witte-Pepton, weder eine Erhéhung des Aminostickstoffwertes noch 
eine Ammoniakabspaltung aufweisen. Eine bydrolytische Spaltung 
dieser Peptide im Quarzlicht findet demnach nicht statt. 

3. Auch die Aminosiure Arginin kann an der Anderung des 
van Slyke-Wertes der Proteine nicht beteiligt sein, da das hier bei 
Bestrahlung abgespaltene Ammoniak ausschlieBlich aus der g-Amino- 
gruppe stammt, was durch Gleichbleiben des van Slyke-\Wertes in 
saurer Lésung angezeigt wird. Die z-Aminogruppe aber ist in den 
Proteinen in Peptidbindung verkniipft, die durch Bestrahlung hochst- 
wahrscheinlich nicht gelést wird. Es wird der Effekt der Bestrahlung 
mit den gleichen Methoden in alkalischer Lésung untersucht. 

4. Es erscheint vorliufig als wahrscheinlichste Annahme, dab 
sowohl die neuen, freien Aminogruppen, wie das abgespaltene Ammoniak 
der Proteine sich von den stickstoffhaltigen Kernen der Aminosauren 
herleiten, wobei in erster Linie der Imidazolkern des Histidins, allen- 
falls auch die Kerne des Prolins und Oxyprolins in Betracht kommen. 
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Das Dunkeln der Haut. III. 


Von 
Paul Mulzer und Hans Schmaltub. 


Freies 1-Tyrosin aus menschlicher Haut, 
eine Dunklungsvorstufe'. 


Von 
Hans SehmalfuB. Alfred Heider und Kurt Winkelmann. 


(Aus der Universitatsklinik fiir Haut- und Geschlechtskrankheiten und aus 


dem Chemischen Staatsinstitut Hamburg, Universitat.) 


(Einqeaanaen am 20, Mai 1933.) 


Wie man weiB, neigt die Haut des Menschen je nach dem Volks- 
stamm und nach den duBeren Bedingungen mehr oder weniger zum 
Dunkeln. Welche Farbvorstufe oder Farbvorstufen dabei dunkeln, 
ist noch unbekannt. Vor vielen Jahren nahm man an, Tyrosin® sei die 
Farbvorstufe der menschlichen Haut, weil man kaum andere Farb- 
vorstufen kannte. Nachdem aber Guggenheim aus der Saubohne, Vicia 
Faba L.*, 1-Dioxyphenylalanin als Farbvorstufe der dunkelnden Huilsen 
gewonnen hatte, vertrat B. Bloch die Auffassung, |-Dioxvpheny! 
alanin sei die Farbvorstufe der menschlichen Haut*. Lange Zeit hat 
man seinen Behauptungen geglaubt. Wir zeigten aber, daB seine Beweise 
nicht stichhaltig sind>. Um die Frage zu klaéren, suchten und suchen wii 
in der menschlichen Haut nach Farbvorstufen. 1931° berichteten 
wir, daB Oxytyramin Hautschnitte ebenso stark und tief anfarbt wie 


1 P, Mulzer u. H. SchmalfuB. Med. Klin. 30. 1099, 1931; Dieselben, 
Med. Klin. 22. 732—-734, 1933; Miinch. med. Wochenschr. SOQ. 577, 1933. 

2 A. Holleman, Lehrb. d. organ. Chem. 11. Aufl... 8.393. Leipzig, 
Veit u. Co., 1913. 

3-7. Torquati, Arch. d. Farmacol. Sperim. 16, 308-312, 1913; 
M. Guggenheim, Zeitschr. f. physiol. Chem. 8S, 276, 1913. 

4 Zusammenfassende Darstellung von B&B. Bloch, J. Jadassohns Hand) 
d. Haut- u. Geschlechtskrankh. 1, 1, Berlin, Julius Springer, 1927. 

§ P. Mulzer u. H. SchmalfuB, Med. Klin. 27, 1l0o99—I1110, 19381. 











K. Winkelmann: 
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l-Dioxyphenylalanin. Weiter zeigten wir, daB Haut von Leichen, 


ebenso abgetrennte frische Haut Farbvorstufe an Wasser abgibt, auch 
in lebender Menschenhaut von Deutschen und vom Kongoneger fanden 
wir Farbvorstufe: In wenigen Minuten laBt sich, etwa durch ein kiihles 
Armbad, geniigend Farbvorstufe entziehen, um sie nachzuweisen. Die 
Farbvorstufe ist also frei auf und in der Haut vorhanden, nicht aber 
ein Zerfallserzeugnis abgestorbenen Gewebes. 

Die Farbvorstufe ist in Chloroform unléslich. Deshalb entzogen wit 
der Haut von Leichen das Fett (und andere lésliche Stoffe) mit Chloroforn:. 
Aus 2 kg so vorbereiteter menschlicher Haut lésten wir die Farbvorstufe 
mit Wasser in der Kalte heraus. Um Kleinwesen fernzuhalten, hatten wit 
das Wasser mit Chloroform gesattigt. Wir filterten den Auszug eiweibfrei ! 
und dampften? schonend zur Trockne. Es hinterblieb ein glasiger Riick- 
stand. Daraus entfernten wir unerwiinschte Begleitstoffe mit Methylalkohol. 
Und zwar verwendeten wir so oft je 50cem kalten Methylalkohols, bis 
sich der Auszug mit der zwei- bis dreifachen Menge Ather nur noch schwach 
triibte. 

Das Ungeléste enthielt die Farbvorstufe. Der Riickstand war in Wasser 
nur schwer léslich. Daher konnten wir mit wenig Wasser, namlich 40 cem, 
die Hauptmenge der leicht léslichen, gefarbten Verunreinigungen entziehen. 
Nun war der Riickstand nach dem Trocknen nur noch schwach grau. Wir 
entzogen ihm die Farbvorstufe durch zweimaliges Auskochen mit je 50 cem 
Wasser und dampften das Lésungsmittel ab. Um Kristalle zu gewinnen, 
lésten wir nun in méglichst heiBem Wasser und kiihlten dann mit Eis. 
Langsam schieden sich Haufen von Kristallnadeln ab. Die abgesaugten 
Kristalle wuschen wir zweimal mit wenigen Tropfen eiskalten Wassers 
und trockneten neben Calciumchlorid. So erhielten wir aus 2 kg mensch- 
licher Haut I8mg Kristalle 0,001°.. Einige der Kristallchen kochten 
wir mit Millons Lésung® und erhielten eine rétliche Fliissigkeit. Daraus 
schied sich spater ein roter Niederschlag ab. Er wies gemeinsam mit der 
Schwerléslichkeit und der Kristallform auf Tyrosin hin. 

Die Kristalle enthielten noch reichlich Asche; sie lieB sich nicht durch 
Lésen entfernen. Deshalb versuchten wir zunachst, das Athylesterhydro- 
chlorid zu gewinnen, von den Begleitstoffen zu trennen und durch den 
Schmelzpunkt zu erkennen. Nach giinstigen Vorversuchen mit |-Tyrosin 
verteilten wir 5mg der Kristalle aus Haut in 2 cem wasserfreien Alkohols 
und sattigten mit Chlorwasserstoff. Dann erwarmten wir 20 Minuten. 
Hierbei sicherte der offene Schenkel des einseitig geschlossenen Réhrchens 
als Luftkiihler den RiickfluB. Fast alles léste sich. Beim Einengen unter 
Minderdruck hinterblieb ein glasiger Riickstand. Um unverbrennliche, in 
Weingeist unlésliche Verunreinigungen zu entfernen, nahmen wir mit 
3ccem Weingeist auf und filterten das Ungeléste ab. Der Riickstand, 1 mg, 
etwa 20°., war im Platinschiff unverbrennlich. 


1 Mit ..Membran“-,.Ultrafilter’’ der ..Membran Filt. Ges. Géttingen*. 
Aut Freisein von Eiweif priiften wir mit 5°, iger wasseriger Trichlor- 
essigséure. 

2 BE. Jantzen u. H. SchmalfuB, Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeits- 
method., Abt. V, 1479—1528, 1929. 

3 Nach H. Schmalfuf und H. Barthmeyer, Mikrochem. 8, 251, 1930. 
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Das Dunkeln der Haut. IIL. 


Die weingeistige Lésung dampften wir unter Minderdruck zur Trockne, 
osten in 3 Tropfen Weingeist und versetzten dann so lange mit mehr und 
inehr Ather, wie sich unter Reiben mit einem Glasstab noch Kristalle ab- 
chieden. Sie wurden bei 0,02 mm Druck emporgelaiutert (sublimiert). 
Der Schmelzpunkt lag bei 155° der Mischschmelzpunkt mit reinem 
Tyrosinesterhydrochlorid vom Schmelzpunkt 166° bei 160°. Nochmaliges 
Emporliutern leB den Schmelzpunkt nicht mehr steigen. Zwar lag der 
Mischschmelzpunkt nicht am tiefsten, doch geniigte uns der Reinheitsgrad 
nicht. Die Verunreinigungen waren demnach so nicht zu entfernen. 

Deshalb priiften wir, ob der freie Ester! sich giinstiger verhielt ; das 
war aber nicht der Fall. Der Ester lief sich nicht unzersetzt emporlautern ; 
auch he® er sich nicht umkristallisieren, weil er zu leicht léslich war. Deshalb 
stellten wir die Dibenzoylverbindung her. Wir schiittelten 5 mg der Kristalle 
aus Haut in 10 cem 2.5°, 
mit je 3 Tropfen (50mg) Benzoylehlorid, bis der Geruch verschwunden 
war. So wurde nur etwa die Halfte des Carbonats verbraucht binnen 
20 Minuten. Das Gemisch lief schwach triibe durchs Filter. Wir sauerten 
mit 5n Salzséure an. Nun schied sich das Dibenzoat aus. Abgetiltert und 


iger, wasseriger NatriumcarbonatlOsung sechsma! 


sdurefrei gewaschen trocknete es neben Caleciumechlorid. Dann befreiten 
wir von Benzoeséure durch mehrfaches Ausziehen mit je 2! 
Petrolather (50 bis 60°). Um weiter zu reinigen, lésten wir die 5.5 mg in 
l}/,cem heibem Weingeist, gaben durch ein Filter und versetzten mit 
heiBem Wasser bis zur Triibung. Beim Erkalten schieden sich Kristalle 


2 com siedendem 


der Dibenzoylverbindung ab. 

10 mg kaufliches l-Tyrosin gab entsprechend 15,5 mg Dibenzoylt yrosin. 

Die kiinstliche Dibenzoylverbindung und die des Stoffes aus Haut 
schmolzen bei 214° (korr.). Der Mischschmelzpunkt war nicht erniedrigt. 

Durch die bisherigen Versuche ist der Stoff aus Haut zwar nahezu 
sicher als Tyrosin erkannt. Wir sicherten aber den Beweis noch durch 
Uberfiihren in Tyramin. Zu diesem Zwecke tauchten wir 1,5 mg des Tyrosins 
aus Haut im Gliihréhrcehen fiir 1 Minute in ein Olbad von 320° Dabei 
setzte sich das Tyramin in einem Ring oberhalb des Ols ab. 

Der Schmelzpunkt lag bei 160° (korr.), ebenso der vom kiinstlichen 
Tyramin und der Mischschmelzpunkt beider. 


Drehung und Dunklungswert des Tyrosins aus Haut. 
Der Drehwert des Tyrosins aus Haut war in 4°,iger Salzsiure | x)}p 
12,6°*; (a 0.63; 1 ldm; ¢ 5). 

Auch sonst verhalt sich das Tyrosin aus Haut wie reines, kaufliches 
!-Tyrosin. Beide lieBen Priifstreifen? aus dem ..Blut*’ des ,.Mehlwurms*’ 
(Tenebrio molitor L.. Larve) tiber Grau nach Schwarz hin dunkeln. Die 
Schwelle lag jeweils bei einer m 57600 wasserigen Losung. 


Das gleichartige Verhalten von Tyrosin und dem Stoff aus Haut, 
ergibt, daB 1-Tvrosin frei (oder als Salz) in der Haut vorkommt?*. 


' EB. Fischer, Ber. 34, 1. 451, 1901. 

* Derselbe. ebenda 32. 3642. 1900, gibt denselben Wert an. 

2 Nach H.Schmalfuf u. H. Barthmeyer, Mikrochem. 8, 248, 1930. 

3 Auch aus tiberlebender Haut und aus Badfliissigkeit von Haut des 
lebenden Menschen soll das Tyrosin noch gewonnen werden. 












H. A. Heider u. K. Winkelmann. 





Schmaltub, 


Ergebnisse. 


1. Es wird ein Verfahren angegeben, aus menschlicher Haut kleine 
Mengen Tyrosin abzuscheiden und zu erkennen. 

2. Eine Farbvorstufe, die sich der menschlichen Haut mit Wasse1 
entziechen laBt, ist 1-Tyrosin. 


Der Hamburgischen Wissenschaftlichen Stiftung, der Hamburgischen 
Universititsgesellschaft, der Liebig-Stiftung und der Notgemeinschatt 
der Deutschen Wissenschaft danken wir fiir die Beihilfe zu diese! 
Arbeit. Ferner danken wir Herrn Dr. W. First, Hamburg. der un- 
mit Hingabe beim Beschaffen der Haut und Herstellen der eiweibtreien 
Ausziige half. 
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Uber Oxydations-Reduktionspotentiale in Peroxydasepraparaten. 


Von 
M. Padoa und N. Nerozzi. 


(Aus der R. Scuola Superiore di Chimica Industriale in Bologna.) 


(Eingegangen am 24. Mai 1933.) 


I. Allgemeines und Memethoden. 


Seit den Forschungen von Clark und Mitarbeitern (1) iiber die 
Oxydations-Reduktionspotentiale sind einige Arbeiten  ausgefiihrt 
worden, um die biologische Wichtigkeit solcher Bestimmungen zu 
priifen, die sich fast alle auf lebende Organismen beziehen. Da wir 
iiber die Wirkung der Peroxydase Versuche im Gange haben, haben 
wir einige Versuche uber die Oxydations-Reduktionsfahigkeit enzymati- 

- . . % 
scher Praiparate dieser Art anstellen wollen, und zwar in der Cher- 
zeugung, daB in einer so komplizierten Frage, wie die des Mechanismus 
der Oxydoreduktion in den Organismen, es von Wichtigkeit ist, zu 
bestimmen, ob die in Frage stehenden elektrochemischen Eigenschaften 
den Enzymen selbst, méglichst von Fremdkoérpern befreit, eigen seien. 

Zur Bestimmung dieser Potentiale und demzufolge der betreffenden 
rH, haben wir ein Potentiometer mit dem -Reflektionsgalvanometer 
von Hartmann & Braun mit einer Empfindlichkeit von 10-'° benutzt. 
Wir haben eine indifferente Elektrode, anfangs eine Gold-, spater eine 
Quecksilberelektrode, die schnellere und iibereinstimmendere E/-Messungen 
erlaubt, benutzt. Wir haben die zwei indifferenten Elektrodentypen an- 
gewandt, um den Zweifel auszuschalten, ob der Gleichgewichtspunkt, den 
man annehmen mu, damit die Ergebnisse eine fiir unsere Zwecke giiltige 
Bedeutung haben kénnen, nicht erreicht worden ist. Nun beweist die 
Ubereinstimmung der mit den Goldelektroden und Quecksilberelektroden 
erzielten Daten, daB man wohl annehmen kann, daB ein solches Gleich- 
gewicht erreicht wurde. In der Briickenschaltung ersetzten wir das 
Weston-Element durch die aus Kalomel-Gold oder Kalomel-Quecksilber ge- 
bildete Séule, und je nach dem Werte des gepriiften Oxydations-Reduk 
(Vergleichselektrode) 


tionspotentials fanden wir die Kalomelelektrode 
der Briicke abgelesene 


positiv oder negativ, daher muBten wir die auf 
elektromotorische Kraft dem Kalomelwerte (0.2492 Volt ber 25°) zuzahlen 
oder abziehen, da wir ihn auf das Normalpotential des Wasserstoffs be- 
ziehen miissen. Wenn nun die elektromotorische Kraft. die wir auf det 
Biochemische Zeitschrift Band 263. 25 
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Briicke abgelesen haben, héher als Jene des Kalomels war, mubBten wir, da 
letztere positiv ist, die entsprechende elektromotorische Kraft abziehen. 
Nun konnten sich folgende drei Falle ergeben: 


| Kal. 


‘ l Kal. — abgelesen E,, auf Elektrode N/H, bezogen 
Gold — 
| Kal. — 

2. hal. + = BE. » i NH, ¥ 
lGold = 
| Kal. + 

3 abgelesen Kal. E, N/Hy ‘ 


7 lGold _ 


Die untenstehenden drei Diagramme veranschaulichen die Verhaltnisse : 
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Wenn wir als Gesamtvorstellung flr den Oxydations-Reduktions- 


prozeB die Gleichung OX — n@ Red., wie Fe’’’ ~ Fe’ nehmen, 
} T E ee RT red, led P 
ergibt uns aie ieorie Ly 40 ——— > welches das otential 
.-* ZI O; 
einer unangreifbaren Elektrode gegeniiber der ' H,-Elektrode ist. Mit 
2F =. 
ler Formel, welche rH, RT Eh + 2 py ergibt, berechneten wir die 
‘ 


rH,-Werte des Mittels. 

Die Versuche von Clark und Mitarbeitern haben bewiesen, dab eine 
unangreifbare Elektrode, welche in das Redoxsystem eintaucht, ein Gleich 
gewichtspotential entwickelt, das durch einen dem Wasserstoff ent 
sprechenden Druck ausgedriickt werden kann. Fiir eine ganze Reihe Farh- 
stotfe ist bewiesen worden, daB die Oxydation davon bedingt ist, da eine 
gewisse fiir einen jeden eigene Schwelle der rH,-Wert tiberschritten wird. 
Diese Tatsache ist allgemein giiltig, und wir fiihren als Beispiel die Norma! 
potentiale und die rH, fiir einige halb oxydierte und halb reduzierte 


Systeme an: 





Eo rHy 

MnO,—MnQ, . Ces By + 1,63 54,4 
2H,0—O,. . . aoe wae + 1,23 41 

Hydrochinon—Chinon ... .. sae + 0,704 23,5 

Leukobase—Methylenblau . tay + 0,532 17,8 

+ 0,291 9,8 


Leukobase- 


Dies bedeutet z. B., daB der Wasserstoffdruck auf der unangreifbaren 
Elektrode, die in das Chinhydron eintaucht. auBerordentlich gering, d. h. 
10— 23,5 jst. 

Wie fiir die Neutralitat der Wasserionen der Grundwert py 7 be 
stimmt wurde, so ist fiir die Neutralitét im Oxydations-Reduktionsprozel 
der Wert rH, 20.5 als Grundwert bestimmt worden, da dieser Wert die 
Halfte des fiir das Wasser erreichten Wertes ist : das Mittel, welches nied: ivere 
Werte aufweist, wird reduzierend wirken, oxydierend hingegen jenes, 
welches héhere Werte aufweist. 

Wir bemiihten uns, die zu priifenden Fliissigkeiten bei einem be 
kannten py 7 zu halten, die Messungen in einer Atmosphare von 
inaktivem Gas (N,) durchzufiihren und die verschiedenen Ungenauigkeits 
ursachen mit verschiedenen Aushilfsverfahren (Kontaktpotential, Um 
riuhren der Fliissigkeit. besonderer Bau der Quecksilberelektrode usw.) zu 
vermindern. 

Der Gebrauch eines besonders empfindlichen Galvanometers erlaubte 
uns, die Messungen mit einer minimalen Stromintensitat auszuftihren, 
und verringerte so die Gefahr, das in Priifung stehende Material zu ver- 
derben. 

Um uns zu vergewissern, daB die Messungen der Oxydations-Reduktions 
potentiale in den verschiedenen Gattungen der untersuchten Samen richtig 
seien, daB demnach das besagte Versuchssystem genau sei, haben wit 
Messungen von rH,, d.h. dem Fo normalen Oxydations-Reduktions 


potential (50°, oxydierter Teil — 50°, reduzierter Teil) an verschiedenen 
Farbstoffen (Methylenblau, Kresolblau., Bindschedlersgriin usw.) aus- 
27 * 


oJ 
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gefiihrt und die erhaltenen Werte mit den von Clark, Wurmser, Michaelis usw 
niedergelegten verglichen; die Ergebnisse waren vollkommen_ iiberein 


stimmend. 


Il. Messung der Peroxydaseaktivitaét und der entsprechenden r H,-Werte. 


Die ersten Versuche wurden mit dem ganzen Pflanzenmaterial, 
welches wir durch Zerreiben der Samen und Blatter mit Quarzsand bis 
zur Bildung einer einheitlichen Masse erhielten, ausgefiihrt. 

An Ricinussamen hatten schon Padoa und Spada (2) von de: 
Aussaat bis zum 7. Tage eine Steigerung der Peroxydasewirkung fest- 
gestellt, nachher eine allmahliche Verminderung. Nachstehend fiihren 
wir die von obengenannten Verfassern erhaltenen Werte an: 





Aktivitit in mg von Purpuro- 


Tage > <ei r* ! = 
Tage der Keimung gallin (0,1 g Samen) 


0 0,01 
3 2,97 
5 5,43 
7 8,58 
9 7,03 


* Als Keimungstage betrachten wir jene Tage, die seit dem Tage der Aussaat auf eine! 
Schwamm vergangen sind. 

Nun ergeben die rH,-Messungen eine Kurve, die mit der Wirkung 
fast symmetrisch ist. Vom Anfang der Keimung bis zum 7. Tage hatte 
man eine fortschreitende Verminderung und nachher eine Steigerung 
der rH,-Werte (Tabelle I und II). 


Tabelle I. 
Ricinussamen Nr.4 in 20cem H,O + l0cem Pufferlésung zer- 
mahlen. 
Die Messungen wurden bei einer Temperatur von 21° mit einer Golddraht- 
elektrode durchgefiihrt. 





Zeit der Keimung EMK. auf Pot. nH. bezogen 


rH» 

in Stunden in Volt 
0 0,2572 22.85 
24 0,2528 22,70 
48 0,2368 22.15 
72 0.2122 21,30 
96 0,1860 20,40 
120 0.1642 19,65 
144 0,1438 18,95 
168 0,1338 18,50 
192 0,1830 20,30 
216 0,2004 20,90 
240 0.2034 21,00 
264 0,2040 21,02 
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Tabelle II. 
Messungen an Ricinussamen, 
wo statt der Goldelektrode eine Quecksilberelektrode 


benutzt war. 





Zeit der Keimung EMK. (E,) 


rH, 
in Tagen 
in Ruhe 0,2594 22,79 
3 0,2154 21,32 
6 9,1284 18,35 
7 0,1204 18,08 
8 0,1984 29,72 
10 0,2084 21,06 


Zwei andere Priifungen vom 11. Tage geben fast die gleichen 7 ,-Werte 
wie jene vom 10. Tage. 


Die Samen der Leguminosen Lupinen und Erbsen  verhalten 
sich vollstandig analog, und zwar finden wir fiir die ersteren den 
niedrigsten rH,-Wert am 4. Tage, entsprechend einem Maximal- 
wert der Peroxydasewirkung, fiir die letzteren finden wir dasselbe 


ebenfalls am 4. Tage (Tabelle III und IV). 


Tabelle ITI. 
Lupinensamen Nr. 3 in 20cem H,O l0cem Pufferlésung 
zermahtlen. 


Die Messungen wurden bei 


einer Temperatur von 21° durchgefiihrt. 





Zeit der Keimung 


seas EME. rH, 
0 0.2452 22.44 

24 0,2392 22.25 

48 0,2352 22,10 

72 0,2136 21,35 

96 0,1815 20,25 

120 0.2208 21,60 
144 0,2324 22,00 


168 0,2332 22.03 
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Tabelle lV. 


Erbsensamen Nr.6 in 20cem H,O l0cem Pufferlésung = zer- 


mahlen (py 7). 


Die Messungen wurden bei einer Temperatur von 21° durchgefiihrt. 


Keimungstemperatur 25°, 





Zeit der Keimung 


EMK. auf Pot. NH. bezogen rH», 

in Stunden 
0 0.2372 22.16 
24 0.2265 21,80 
48 0.1999 20,85 
72 0,1628 19.60 
96 0,1452 19,00 
120 0,2162 21,44 
144 0,2168 21,46 
168 0.2158 21,42 


Die von uns an Korn durchgefiihrten Versuche bezweckten die 
Peroxydasewirkung und die entsprechenden rH,-Schwankungen, je 
nachdem ob man es an der Luft oder in einer CO-reichen Atmosphare 


sich entwickeln laBt, zu priifen, und zwar aus dem Grunde, weil von 


den von uns bisher untersuchten Pflanzen das Korn eben die einzige 


war, welche den CO-Gehalt mittels einer normalen Oxydation ver- 
mindern kénnte. 

Die Messung der Peroxydase in derselben Pflanze, und zwar im 
Samen, zeigte, daB die Wirkung bis zum 5. Tage fortwahrend zunimmt, 
wenigstens in den Laboratoriumskulturen, und daB diese spater ganzlich 
in die jungen Blattchen tibergeht, wo sie noch bis zum 15. bis 20. Tage 
ansteigt. Untenstehend geben wir die erhaltenen Werte an. 


Tabelle V. 
Jodometrische Methode—Mentanakorn. 





Zeit der Keimung Peroxydaseaktivitit Peroxydaseaktivitat 
in Tagen (in Luft) (in CO) 
0.30 0,30 
Dd 0,52 0.50 
10 1,69 0.90 
20 1,80 0.95 
30 1,65 0.65 


Wenn die Kultur in normaler Atmosphare vorgenommen wird, liegt 
die Wirkungskurve konstant hoéher als bei ciner in einer Atmosphare von 
37.% CO und 63°, Normalluft gehaltenen. Betreffs der rH,-Werte 
hat man hier feststellen kénnen, daB diese niedriger sind, wenn die 
Wirkung steigt und daB man bei Anwesenheit von CO nie zu so tiefen 
Werten, wie sie in Normalatmosphire gefunden werden, gelangt. 
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Tabelle VI. 
Kornsamen Nr. 10 in 20 cem H,O + l0cem Pufferlésung zermahlen 
(YH “4% 


Die Messungen wurden bei einer Temperatur von 21° durchgefiilirt. 





Zeit der Keimung 


EMK. auf Pot. NH, bezogen rH» 
n Stunden 

0 0,2792 23.60 

24 0.2775 23,55 

48 0.2750 23,46 

72 23,38 

46 23.26 
120 22,71 
144 22,72 





Tabelle VII. 


Messung von rH, an Mentanakornblattern in CO-Atmosphare und 





in Luftatmosphare, Blatter in 20ccm H,O lQcem Putftferlésung 
zermahlen (py ri 
Zeit der Keimung rH» in rH in 
CO-Atmosphire (37° 9) Luftatmosphire 


in Tagen 


5 23,44 22,62 
10 22,64 22,08 
15 22,02 21,52 
20 21,82 21,54 
25 21,81 21,33 


Il. 7 H,-Messungen in gereinigten und konzentrierten Peroxydasepriiparaten, 

Es war zweifelhaft, ob in Gegenwart so vieler Begleitstoffe, die in 
solchen Praparaten die Peroxydase begleiten, der rH,-Wert und dessen 
Verainderungen anderen Griinden und nicht der Peroxydasewirkung 
zuzuschreiben seien, und wir haben daher Lésungen zu erhalten gesucht, 
aus denen der gréBte Teil der Fremdstoffe entfernt war. 


Nach der Technik von PR. Wilistdtter und A. Stoll (3) kann man eine 
sehr reine Peroxydase erhalten, wenn man diinne Meerrettichscheiben 
gebraucht, die mehrmals in flieBendem Wasser gewaschen werden, um die 
lédslichen Mineralstoffe mittels Dialyse zu entfernen; das Material wird 
mit einer Oxalsaéurelésung von 0,4 einige Stunden erwarmt und nachher 
zermahlen und gewaschen in Gegenwart einer stark verdiinnten Oxalsaure 
lésung, dann der Rest nochmals zermahlen in Gegenwart von Barytwasser, 
welches das Enzym in Lésung bringt, und das filtrierte Material mit CO, 
hehandelt, um das Ba zu fallen, und nachher mit etwas Alkohol, welche 
eine flockige Substanz fallt. Die nunmehr klare Fliissigkeit wird im Vakuum 
konzentriert, 30° nicht iibersteigend. 

Mittels Fallungen mit 95°,ig. Alkohol und Wiederauflésen in Wasser 
gelangt man zu Enzympraparaten mit hoher Purpurogallinzahl; in unserem 
Falle haben wir in zwei nachfolgenden Praparationen auf weitere Reinigung 
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verzichtet, als die Fliissigkeiten eine sehr starke enzymatische Konzen- 
tration hatten, so dab man eine Aktivitat, die 95 bzw. 120 mg Purpuro- 
gallin in 2cem konzentrierter Lésung entsprach, erhielt. Es wird bemerkt, 
daB Willstdtter und Stoll ein weiteres Reinigungsverfahren durch Zusatz 
von Quecksilberchlorid zu den Enzymlésungen durchfiihrten. Wir haben 
einstweilen diese Methode nicht angewandt, weil nicht untersucht ist, ob 
das Enzym keine Spuren von Quecksilberchlorid, die die rH,-Werte ver- 
falschen kénnten, entha!lt. 

Die rH,-Messungen ergaben folgende Werte, die zeigen, daB fiir 
Peroxydase des gleichen Typus die rH,-Werte um so tiefer liegen, je 
wirksamer das Praparat ist. 

So erhielten wir fiir das Praparat 

MG BO ew ee we os OR 18,7 
tee ss Oe ee ee 17,5 

Wir haben versucht, auch fiir die Peroxydase des Ricinus dasselbe 
Reinigungs- und Konzentrierungsverfahren zu gebrauchen, aber wir fanden, 
daB sowohl Alkohol wie Oxalsaure, die beide die Riibenperoxydase nicht 
schadigen, die Ricinusperoxydase in kurzer Zeit ganzlich vernichten; wir 
haben uns darauf beschréinken miissen, die Peroxydase mit Wasser aus- 
zuziehen und die Extrakte durch Eindampfen im Vakuum zu konzentrieren, 
indem wir sie allmahlich wahrend der Konzentration filtrierten. Wir haben 
dadurch wisserige Konzentrate erhalten, die nur einen Teil der urspriing- 
lichen Wirkung enthielten: trotzdem sind solche Préparate immer noch 
siebenmal wirksamer als die Ausgangsprodukte, da man von etwa 12 mg 
Purpurogallin pro 2cem des Praparates zu 84,7 mg gelangte. 

Auch fiir diese Praparate hat man feststellen kénnen, daB der 
gréBeren Aktivitat ein Minimalwert der rH, entspricht 

verdiinnte Lésung . . . . . . 18,50 
konzentrierte Lésung. . . . . 17,81 


IV. rH,-Messungen in Aminosiiuren enthaltenden Peroxydasepriparaten. 


Aus diesen Resultaten miiBte man schlieBen, daB die Peroxydase 
dazu beitragt, ein Mittel zu bilden, in welchem die Reduktionstendenz 
um so gréBer ist, je wirksamer das Enzym, was besonders mit den An- 
schauungen von Wieland iibereinstimmt, die unlangst von Haber und 
Willstdtter bearbeitet und bestatigt wurden. Fiir die Klarung dieses 
Problems spielen anscheinend noch andere experimentelle Ergebnisse 
eine Rolle. Im Laufe ihrer Untersuchungen tiber die Wirkung der 
Alkaloide und die peroxydatische Kraft von Ricinussamen haben 
M. Padoa und A. Spada (4) gefunden, daB dieses Enzym — in vitro 
durch Zusatz von Aminoséuren wirksamer wird, was von biologischer 
Wichtigkeit ist, und zwar wurde schon beim Ricinussamen die Bildung 
hauptsachlich von Glutamin- und anderen Aminosauren in kleineren Dosen 
bewiesen. Man konnte daher annehmen, daB die Schwankungen des 
rH,-Wertes, die wir der Steigerung der Peroxydasewirkung entsprechend 
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bemerken konnten, auf die Entstehung der Aminosauren zurtckzufiihren 
seien: wir haben daher Messungen der Oxydations-Reduktionspotentiale 
in Konzentraten der Ricinusperoxydase, welchen man_ erhebliche 
Mengen von a-Alanin zugesetzt hatte, durchgefiihrt; der rH,-Wert 
wurde nun durch solche Zusatze nicht verandert (siehe die angegebenen 
Werte). Es ist nicht anzunehmen, das dieses Ergebnis von einer 
pu-Schwankung abhangt, da, wie bereits angegeben, das Puffersystem 
ein pu von 7 hat. 

Wenn man daher aus den ersten Versuchen schlieBen kann, dab 
ein Verhaltnis zwischen der Peroxydaseaktivitat und den rH,-Werten 
besteht, so darf man aus den letzten Versuchen auch schlieBen, dab 
eine solche Aktivitat durch besondere Stoffe auch gesteigert werden 
kann, ohne daB zugleich im rH,-Wert Schwankungen vorkommen. 


V. Messungen des 7 H,-Wertes in Gegenwart von Stoffen, die von der Per- 
oxydase oxydiert werden. 

In einer vor kurzem erschienenen Ver6ffentlichung ,,Potentiometrische 
Studien tiber Peroxydase“, teilt der japanische Forscher Shunsuke Koj- 
ima (4a) seine Ergebnisse und Schliisse mit, die uns jedoch nur in einer 
Zusammenfassung der Chemical Abstracts zugaénglich waren. Unter der 
Voraussetzung, daB H,O, allein oder in Gegenwart von Peroxydase keine 
verschiedenen Oxydations-Reduktionspotentiale aufweist, glaubt der Ver- 
fasser schlieBen zu kénnen, da die Aktivierung der Molekeln der oxydier- 
baren Stoffe in der Mischung H,O, + Peroxydase zu suchen sei: zu einem 
solchen Schlusse gelangt er durch die Beobachtung, daB man beim Zusatz 
von p-Kresol oder Benzidin plétzliche Steigerungen des Oxydations-Reduk- 
tionspotentials bemerkt. 

Wir haben solche Versuche wiederholen wollen, um zu_ sehen, 
welche Bedeutung man ihnen zulegen kann, und dies auch mit Bezug 
auf die von uns schon vorher erhaltenen Daten; von den genannten 
zwei Stoffen haben wir das Benzidin vorgezogen, da dessen Oxydations- 
produkte: 1. ein Diimid HN: C,H,: C,H,: NH und eine blau gefarbte 
Molekularverbindung (Merichinon) von diesem mit Benzidin, analog 
dem Chinhydron, 2. ein Endprodukt, welches durch Umwandlung 
der ersten, braunen Azoverbindung von der Formel H,N . (C,H,)N 
:N(C,H,)NH, entsteht, bekannt sind. 

Die Stabilitat des ersten ist um so gréBer, je niedriger py ist, was 
man gut beobachten kann, wenn man die Farbenveranderung betrachtet. 

Wir haben einen ersten Versuch folgendermaBen ausgefiihrt: die 
Messungen macht man mit Golddrahtelektroden, da diese bei ziemlich 
hohen rH,-Werten vorzuziehen sind: einem konzentrierten Ricinus- 
peroxydaseextrakt setzt man 2ccm 0,50°,ig. H,OQ, und 2 cem Puffer- 
lésung (px = 6,8) zu. Man fand ein Eh = 0.3615, woraus sich ergab, 
daB rH, = 26,06 ist: durch Zusatz von 2 ccm gesattigter Benzidin- 
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losung ergaben sich die folgenden rH,-Werte: zu Beginn 33,6, nach 
5 Minuten 28,92, nach 10 Minuten 28,24, nach 15 Minuten 27.81. In 
einem zweiten Versuch, in Gegenwart eines Puffers von pu 4.6. 


geschah die Verminderung des rH,-Wertes mit der Zeit langsamer 
Aus solchen Versuchen dachten wir schlieBen zu kénnen, daB die beob 
achteten Potentiale nur von jenen Oxydierungsprodukten abhingen 
und da sie zufolge der Weiterumwandlung derselben allmahlich ab- 
nehmen. Um dies zu beweisen, haben wir mit einem Material arbeiten 
wollen, dessen Endoxydationsprodukt stabil ware, und wir haben dahe: 
das Hydrochinon gewahlt. Wir mischten eine H,O,-Lésung (0,5°,, 
mit 4ecm Pufferldsung (pu = 6,8), welche einen rH,-Wert von 
28,05 ergab: nach Zusatz von 4ccm gesattigter Hvydrochinonlésung 
erhielt man nach 25 Minuten einen 7H,-Wert, der um 23,85 stabil 
blieb. In solchen Verhaltnissen tibt H,O, keine nennenswerte Wir- 
kung auf das Hydrochinon aus, wie die ganz schwach gelbliche Farbe 
zeigt. Wir bemerken, daB das beobachtete Potential ein stabiler Wert 
ist, jedoch nicht im Gleichgewicht in bezug auf das H,O,. Als 
wir 1 ccm Peroxydaseextrakt zufiigten, erhielten wir anfangs rH, = 24,7, 
dann stieg die EMK. allmahlich, und in 25 Minuten erreichte rH, 
den Wert 25,3. Es bildete sich ein reichlicher Niederschlag von Chin- 
hydron, und in der Lésung selbst war Chinon zu finden. Unserer Ansicht 
nach wird mit diesem Versuch bewiesen, da das oxydierte Material 
einfach das Oxydations-Reduktionspotential aufweist, welches ihm 
eigen ist. Die Tatsache, daB H,O, in Gegenwart der bloBen Peroxydase 
keine héheren Potentiale aufweist als jene der Lésungen, in welchen 
sich diese allein befindet, bedeutet, daB es nicht ins Gleichgewicht 
kommen kann, wihrend ein Teil des Potentialdruckes seines Sauer- 
stoffs zum Vorschein kommt, sobald Sauerstoff durch die katalytische 
Wirkung des Enzyms auf Stoffe iibertragen wird, die fahig sind, in 
Glei¢hgewichtsbedingungen auf den Elektroden zu wirken. 


VI. Betrachtungen iiber den Wirkungsmechanismus der Peroxydase und 
Schlu8wort. 


Um eine Erklarung unserer Ergebnisse, wenn auch mit groBem Vor- 
behalt, zu &4uBern, wollen wir kurz die wichtigsten (am meisten anerkannten) 
Theorien iiber den Wirkungsmechanismus der Peroxydase zusammenfassen. 
Nach Wieland (5) wirkt der Katalysator auf die hydrogenierten Molekeln, 
und mittels folgender Kette gelangt man vom Material A zum Oxyd AO: 
A + H,O — A(H,O) + AO + Hg, Hy + ')2 O, > H,O. 

Auch die Peroxydasen wiirden als Dishydrasen wirken. Als Beispiel 
einer Reaktion, die mit anorganischen Katalysatoren erreicht werden kann, 
laBt Wieland wirken (mit Palladium in Gegenwart eines Wasserstoft- 
akzeptors, Benzochinon, Methylenblau, QO.) 


H,0 + CH;CHO —> CH,CH<?U —. cH,cooH+hy. 
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Als mdégliche Oxydations-Reduktionsreaktion von besonderer Be 
deutung wird heute die Cannizzarosche Reaktion angesehen. Verschiedene 
Enzyme (wie die Aldehydimutase von Parnas) erméglichen das Vorkominen 
von Reaktionen eines solchen Typus und sind daher als Dishyvdrasen zu 
betrachten. Unter den typischen Garungen dieser Art kann man die Aceton 
huttersauregéarung nennen, bei der sich sogar Wasserstoff entwickelt. 
Kin anderes Beispiel liefert uns die Milchsaiuregarung. wobei Saccharose teils 
n Milchsaure, teils in Mannit umgewandelt wird; von derselben Art sind 
iuch die Reaktionen, die Neube rd und Mitarbeiter (6) beschrieben haben, 
z. B. die mit Essigferment von Genevrors, die anaerob wirken kénnen. Nach 
Warburg (6a) hangt der Mechanismus der Oxydation von der Gegenwart 
einer labilen Verbindung zwischen Katalysator und Sauerstoff (Haéamin-O, 
ab, und der Hauptbeweis ist die HCN- und CO-Vergiftung, die auch bei 
Hamin eintritt. Au®erdem diirfte das Eisen auf diesen labil gebundenen 
Sauerstoff aktivierend wirken. Nach Wurmser wurde der Beweis fiir eine 
solehe Aktivierung nicht gefiihrt. Man dart keinesfalls vergessen, da®B in 
den Autoxydationsvorgangen die Aktivierung des Sauerstoffs vorhanden 
ist, so daB, wenn das Material A schwer allein oxvdierbar ist, es hingegen 
in Gegenwart von C oxydabel wird, wenn dieses ein Peroxyvd gibt: in 
einem solchen Falle ist die Kette: 


C+0O, — ( — (O0+0, A ) —~ A 


Die Theorie der Bildung von komplexen katalytischen Enzymionen 
mit veranderlicher Valenz wird durch folgende Tatsachen bestatigt : 1. durch 
das Verhalten der Lackase, welche durch Mn’ wirksam gemacht wird, 
2. durch das sogenannte synthetische Enzym, welches seitens Hugenneng 
und Leiseleur mittels Glykogen und Mn” erhalten wurde, und durch das 
Verhalten von Mn”, Fe”, Co’, Cu” als Sauerstoffiibertrager. Unlangst haben 
Haber und Willstdtter (7) einige Schemata von Kettenreaktionen gegeben, 
wo man von einer Ferrienzymverbindung ausgeht. die sich in Ferrover 
bindung verwandelt; die Ferrienzymverbindung wird durch einen neuen 
OxydationsprozeB erneuert. In der Anfangsreaktion sollte das Enzym als 
Dishydrase wirken, dies gemaB der Anschauung von Wieland. 


Zum SchluB erinnern wir an die Ergebnisse. die aus der Messung der 
Oxvydations-Reduktionspotentiale hervorgehen, die den Nachweis erbringen 
sollten, ob die Enzyme, mit welchen wir uns befassen, Sauerstoff in elektro- 
chemisch feststellbarem Ausma8 aufspeichern. Im den Messungen, die 
kolorimetrisch in lebenden Organismen durchgefiihrt werden, beweisen 
die intercellularen Potentiale. daB die Werte héher in Gegenwart als in 
Abwesenheit des Sauerstoffs sind, doch werden selten die Werte 19 bis 20 
iiberschritten, wahrend die untere Grenze um 7 schwankt [von den neuesten 
Veréffentlichungen siehe jene von EB. Aubel und PR. Levy (s 

Uber die Bedeutung det rH ,-Messungen in Gegenwart von Enzym., 
H,O, und oxydierbarem Material haben wir unsere Meinung schon im 
IV. Abschnitt der vorliegenden Arbeit geduBert. 


Wenn auch die Mannigfaltigkeit der diese Vorgainge beeinflussenden 
Faktoren zu gréBter Vorsicht rat, glauben wir doch aus unseren Ergeb- 
nissen folgende Schliisse ziehen zu durfen. 
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1. Die rH,-Werte in Peroxydasepraparaten beweisen nicht die 
Gegenwart von aktivem Sauerstoff, der auf dem Enzym nicht einmal 
in Gegenwart von Peroxyden elektrochemisch nachweisbar sei. 

2. Im Gegenteil wirkt das vom Enzym gebildete Mittel auch im 
Zustande betrachtlicher Reinheit hauptsachlich reduzierend, und die 
rH,-Werte sinken um so mehr, d. h. das Mittel wirkt um so mehr redu- 


zierend, je starker die Aktivitaét des Enzympraparates ist. Dies wiirde 
zugunsten jener Theorie sprechen, nach der die Peroxydasen wie Dis- 
hydrasen wirken. 

3. Man kann nicht behaupten, daB der Wirkungsmechanismus der 
Peroxydasen einzig auf die Bildung des elektrochemischen Gleich- 
gewichts zuriickzufiihren sei, in Anbetracht der Tatsache, daB das 
Oxydations-Reduktionspotential auch in jenen Praparaten, denen 
Aminosauren zugesetzt wurden, unverandert bleibt, obwohl, wie unsere 
Versuche bewiesen haben, deren Aktivitat hierdurch steigt. Demzufolge 
muB, wie schon fiir andere katalytische Prozesse bemerkt wurde, die 
Wirkung des Katalysators noch vom kinetischen Standpunkt be- 
trachtet werden, und zwar unter verschiedenen Bedingungen als jene 
des Gleichgewichts. 


Die Versuche in Abschnitt [IV wurden von Herrn Dr. Guido Tedeschi 
durchgefiihrt, wofitir wir ihm unseren besten Dank aussprechen. 
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Zur Mikrobestimmung von Phosphor. 


Von 
N. Proskuriakoff und S. Temerin. 


Aus dem Staatlichen Wissenschaftlichen Institut fiir Getreideforschung 
in Moskau.) 


(Eingegangen am 24, Mai 1933.) 


Die Erforschung der Dynamik von verschiedenen Phosphorformen 
in tierischen und pflanzlichen Organismen ist Gegenstand zahlreicher 
Abhandlungen; daher gehéren auch die Bestimmungsmethoden der 
Phosphorverbindungen zu den verbreitetsten in der Biochemie. Bei 
Untersuchungen iiber die Rolle von Phosphatasen in Korn und Mehl 
muBten wir eine Methode zur schnellen und sicheren Bestimmung von 
Gesamt- und Mineralphosphor in Mikrodosen ausarbeiten. Obwohl 
zahlreiche Methoden fiir die Bestimmung von Phosphorsaure  vor- 
geschlagen sind, ist die Mehrzahl derselben langwierig in der Aus- 
fiihrung oder erfordert eine spezielle Apparatur (Kolorimeter oder 
Nephelometer). 

Die in der Laboratoriumspraxis tblichen Methoden zur Bestimmung 
von Phosphorsaure stiitzen sich in der Mehrzahl der Falle auf die Fallung 
von Phosphorsaureionen durch molybdansaures Ammonium: der gebildete 
Niederschlag wird nach entsprechender Behandlung gewogen oder mit 
Alkali titriert. Die Umrechnung der so gewonnenen Werte in Phosphor- 
saure erfolgt nach empirisch gefundenen Koeffizienten, die nach verschiedenen 
Autoren bedeutende Schwankungen aufweisen. Es ist eine Reihe von 
Varianten dieser Methoden bekannt, von der Methode von Neumann an- 
gefangen bis zur Mikromethodik von Lieb (1). Alle diese Methoden weisen 
einen Nachteil auf: die vollstandige Fallung des Niederschlags braucht 
viel Zeit (nach Lieb braucht man bei einem Phosphorgehalt von 0,05 mg 
etwa 36 Stunden, um eine vollstandige Fallung des Niederschlags zu 
erzielen), auch ist bei diesen Methoden die Erwarmung der Lésung, zuweilen 
sogar bis zum Siedepunkt [ P. Jversen (2) u.a.], sehr nachteilig, weil hierbei 
eine Zersetzung von phosphororganischen Verbindungen nicht zu umgehen 
ist; schlieBlich macht auch die Notwendigkeit einer Filtration durch Asbest- 
rohrehen die Anwendung dieser Methode umstandlich. Aus diesen (rriinden 
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verwarten wir diese Methode und wandten uns neueren, weniger ausgebildeten 
Methoden zu, die sich aut ein anderes Prinzip stiitzten; diesen Methoden 
lag die Bildung von Komplexverbindungen des Phosphors mit einem 
Gemisch von Strychnin und molybdaénsaurem Ammonium = zugrunde. 
Dieses Prinzip ist von Embden (%) verwendet; er erhielt ziemlich genaue 
Resultate, doch ist die Methode umstandlich und erfordert eine bedeutende 
Menge von Phosphor (0,5 bis 2 mg). Eine Verbesserung hat K. M yrbdck (4) 


vorgenommen, und es gelingt nach diesem Verfahren eine Gewichtsmenge 


bis zu 0,014 mg P zu bestimmen; doch bestehen bei ihm dieselben Schwierig- 
keiten wie bei Embden bei Serienbestimmungen, weil die Filtrationen durch 
Gooch-Tiegel oder Preglsche Réhrcehen und die Wagung auf einer Mikrowaage 
vorgenommen werden mu. Spiiter hat Myrbdck eine neue kombinierte 
Methode der Fallung nach Embden mit nachtraglicher Titrierung des 
Niederschlags nach Neumann vorgeschlagen. Roche (5) hat ausfiihrlich 
die Bedingungen einer quantitativen Bildung dieses Alkaloidkomplexes 
bei verschiedener Aziditat und in Gegenwart von verschiedenen Salzen 
untersucht; er arbeitete ein technisches Verfahren zur Mikrobestimmung 
von Phosphaten aus, dem die Prinzipien der Methoden von Embden und 
Myrbdck zugrunde lagen. Roche zeigte in seiner Arbeit die konkreten 
Bedingungen fiir eine quantitative Bestimmung von Phosphor (das war 
friiher nicht bekannt) und gab auch die Grenzen der Genauigkeit dieser 
Methode (0,02 bis I] mg P) an. 

Wir beschlossen, uns der letzten Methode zu bedienen, weil dieselbe 
sich vorteilhaft durch FEinfachheit und gleichzeitig durch geniigende Ge- 
nauigkeit auszeichnete. Doch konnten wir auch bei genauer Befolgung der 
Anweisungen von Roche keine iibereinstimmenden Resultate erzielen. 
Vielleicht lag der Grund dafiir in der leichten Oxydierbarkeit des zur Fallung 
gebrauchten Reagens; dieses veranderte sich an der Luft sehr schnell und 
konnte fiir die Fallung von Phosphaten nicht mehr verwendet werden. 


Aus diesen Griinden haben wir auch andere Sauren zur Herstellung 
des Fallungsreagens ausprobiert: statt der Salpetersaiure, die in den 
Versuchen von Roche verwendet wurde, nahmen wir Salz- und Schwefel- 
saure. Mit Salzsaure, die in verschiedenen Konzentrationen verwendet 
wurde, haben wir schwankende Zahlen erhalten, wahrend Schwefel- 
sdure sich fiir den Ersatz von Salpetersiure in der Methode von M yrbdck- 
Roche vorziiglich eignete. Wird in die Vorschrift von Roche  statt 
Salpetersiure eine andere Saure und in anderer Konzentration ein- 
gefiihrt, so muB eine Reihe von Momenten griindlich untersucht werden ; 
nur auf diese Weise kann die vorgeschlagene Methodik einen geniigenden 
Grad von Genauigkeit erreichen. Bei der Anwendung von Sauren mub 
in erster Linie der Grad der Verdiinnung und damit im Zusammenhang 
der Aziditatsgrad untersucht werden, ferner muB die Rolle von ver- 
schiedenen begleitenden Beimischungen, hauptsichlich von Salzen, 
die gew6hnlich bei der Bestimmung des Gesamtphosphors als Resultat 
der Veraschung auftreten, aufgeklirt werden. 


In allen Untersuchungen des neuen Fillungsreagens wurden 
Standardlésungen von KH,PO, (Kah/baum, zum Enzymstudium nach 





<u 
los 
At 
au 


un 


gl. 
el ] 
sti 
fu 
Ww 
Wi 
de 
E 
se 
Ww 
w 
fa 
Ww 
sx 


R 


cle 


Si 





Ideten 
hoden 


einem 
unde. 
enaue 
tende 
ck (4) 
nenge 
lerig- 
durch 
Vaave 
lierte 

des 
irlich 
lexes 
alzen 
nung 

und 
reten 

war 


lieser 


selbe 
Ge- 
4 der 
elen. 
lung 
und 
den. 


jung 
den 
fel- 
det 
fel- 
ick- 
tatt 
pin- 
en; 
den 
13 
ang 
rer- 
en, 
tat 


len 
ich 





Mikrobestimmung von Phosphor. 389 


\drensen) in einer Menge von etwa | g pro 250 cem angewandt. Zur Unter- 
suchung von Phosphaten wurden je 2, 3, 4cem usw. der Standard- 
losung von KH,PO, genommen und verdiinnt, so daB schlieBlich die 
zu untersuchende Lésung in 1 ccm einen Gehalt von 0,03 bis 0.15 mg P 
aufwies. 

Es wurden folgende Reagenzien angewandt : 

1. Eine 1°,ige Lésung von salpetersaurem Strychnin (wir hatten 
leider kein schwefelsaures Strychnin zur Verfiigung). 

2. Eine schwefelsaure Lésung von Ammonmolybdat, die durch Ver 
mischen von in 150 cem Wasser aufgelésten 50g Ammonmolybdat mit 
dem gleichen Volumen Schwefelsaure (2 Volumen H,SQO,4, spez. Gew. 1,84, 
und | Volumen H,Q) erhalten wurde. 

3. Eine 5°,ige KNO,-Lésung, die leicht mit einer schwachen Alkali 
l6sung mit Phenolphthalein als Indikator neutralisiert wurde. 

4. Eine 0,025 n Lésung von HCl (ohne CO,) und eine 0,025 n Lésung 
von NaOH (ebenfalls ohne CQO,). 

5. Eine 1°, ige Phenolphthaleinlésung. 

Technisch wird die Bestimmung folgendermaBen durchgefiihrt: in ein 
Zentrifugenglas (15 bis 20cem) werden einige Kubikzentimeter (nach 
Roche 3cem) der zu untersuchenden Lésung eingegossen, sodann werden 
| bis 3cem des Fallungsreagens, das durch Vermischen von 3¢em_= det 
Losung 2 mit 1 cem der Lésung | erhalten wird, zugesetzt. Sofort beginnt 
ein flockenartiger Niederschlag einer Komplexverbindung sich auszuscheiden. 
Der Niederschlag wird unter mehrmaligem Durchschiitteln 30 bis 40 Minuten 
lang stehengelassen; dies begiinstigt die vollstandige Abscheidung und das 
Absitzen des Niederschlags. Hierauf wird 3 Minuten lang mit etwa 3000 
bis 4000 Touren zentrifugiert und die klare Lésung mittels eines nach oben 
abgebogenen Kapillarréhrchens abgesaugt. Man fiigt nun in das Reagens- 
glas 5cem einer neutralen Lésung von KNO,, wobei der Niederschlag mit 
einem Glasstabchen umgeriihrt wird, zu, laBt die Lésung 5 Minuten lang 
stehen, zentrifugiert wieder und wiascht den Niederschlag aus. Das Zentri 
fugieren und Durchwaschen des Niederschlags wird dreimal wiederholt, 
wodurch das saure Reagens entfernt wird. Nach dem letzten Absaugen 
wird zum Niederschlag ein Tropfen Phenolphthaleinlésung gegeben und 
dann 0,025n NaOH bis zur vollstandigen Auflésung des Niederschlags. 
Ein gewisser Uberschu8B von Alkali ist fiir die restlose L6sung dieses Nieder- 
schlags unbedingt nétig. Das Glas mit der scharlachroten Fliissigkeit 
wird fiir einige Minuten auf ein siedendes Wasserbad gestellt; sodann 
wird aus einer Biirette 0.025n HCl bis zum Verschwinden der Rosa- 
farbung zugesetzt und danach weitere 0.50 ccm dieser Lésung. Das Glas 
wird nochmals einige Zeit erwarmt. um die Kohlensiure zu entternen. 
Sodann wird die siedende Fliissigkeit bis zum Auftreten einer bleibenden 
Rosafarbung mit Alkali titriert. Es ist klar, daB die Anzahl Kubikzentimeter 
0,025 n NaOH, die zur Neutralisation des Niederschlags verwendet waren, 
den Unterschied zwischen der ganzen Menge des Alkalis und der Menge det 
Saure ausmachen. Diese Zahl Kubikzentimeter von Alkali wird zur Be- 
stimmung der aquivalenten Menge Phosphor im genommenen Fliissigkeits- 
volumen mit einem bestimmten Koeffizienten multipliziert. 

Beim Ersatz von Salpetersiure im Fallungsreagens durch Schwetel- 
siure muBte die Methodik von Roche wesentlich abgeandert werden. Zuerst 
muBten diejenigen Mengen von Phosphor festgestellt werden, die durch 
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leem des Sulfat-Molybdan-Strychninreagens restlos gefallt wurden. Es 
erwies sich, daB 1 cem dieses Reagens nicht mehr als 0,065 bis 0,067 mg 
Phosphor zu fallen vermag, wahrend von Roche angefiihrt wird, daB ein 
Zusatz von 1 cem des Reagens bei einem Gehalt von 0,02 bis 0,15 mg in 
3cem Lésung ausreicht. Deshalb ist es notwendig, bei einem Gehalt an 
Phosphor tiber 0,065 mg 2 und 3cem unseres Reagens zu nehmen. Wir 
brauchten demnach folgende Mengen Reagens: 

fiir Phosphormengen von 0,02. bis 0,065 mg l eem 
0,065 ,, 0,130 ,, ...2 
0,130 ,, 0,200 ,, . 3 


. 


Es ist selbst verstandlich, daB in Fallen, wo bei der Bestimmung Phorphor 
mengen ermittelt werden, die in der Nahe der oben bezeichneten Grenz- 
zahlen liegen, d. h. sich den Zahlen 0,065 oder 0,130 mg naéhern, Kontrol] 
bestimmungen mit gréBeren Reagensmengen vorgenommen werden miissen. 
Bei diesen Bestimmungen zeigte es sich, daB fiir die Ermittlung des Phosphor- 
gehaltes (wir bestimmten Phosphormengen zwischen 0,02 und 0,15 mg) 
es gleichgiiltig ist, ob diese Phosphormengen in 3, 4, 5, 6, 7 oder 8 cem det 
genommenen Probe enthalten sind. In Tabelle I sind Zahlen angefiihrt. 
die sowohl den EinfluB des Verdiinnungsgrades als auch den EinfluB8 der 
Menge des verabfolgten Reagens auf die Vollstandigkeit der Fallung wieder- 
geben. 

Tabelle IT. 
KonzentrationderP-Standardlésungund Mengedesverabfolgten 
Fallungsreagens. 
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0,09260 
0,09653 
0.10440 
0,11030 
0,12290 
0,12840 
0,13790 
0,13870 
9.13730 
0,14580 
0,14580 


0,04828 +0,0] 0,09190 
0.05477 —0,1] 0.09648 | 
0,05516 + 0,6] 0,10340 
0.05477. —0,2] 0,11030 | 
0,05516 + 0,0] 0,12410 | 
0.06225 + 0,3] 0.12870 
0.07328 —0,3] 0,13710 | 
0.08037 + 0,0] 0,13710 | 
0,08274 +0,5] 0,13790 
0.08274 +05] 0.14710 
0.08353 + 1,01 0.14710 
0,08274 + 0,0 


0.04826 
0,05486 
0,05486 
0.05486 
0,05516 
0,06204 
0,073520 
0,08040 
0,08228 
0,08228 
0.08274 
0,08274 
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Aus der Tabelle I kann man ersehen, daB in den von uns unter- 
suchten Lésungen, unabhangig von den Konzentrationen derselben, die 
gegebenen Phosphormengen mit Hilfe unseres Reagens richtig bestimmt 
werden kénnen. 

Nach den Untersuchungen von Roche spielt die Aziditat der zu unter- 
suchenden Lésung und die Aziditét des Fallungsreagens bei der Phosphor- 
bestimmung eine groBe Rolle; schon eine kleine Stérung der optimalen 
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\ziditat im System kann zu groBen Fehlern in der Bestimmung fiihren. 
jei der Benutzung des Sulfat-Molybdan-Strychninreagens spielten die 
von Roche erwahnten Erscheinungen in unseren Versuchen nur eine untet 
veordnete EKolle. Das Fallungsreagens von Poche hbesitzt eine Aziditat 
sleich 7.46n, wahrend das von uns benutzte Reagens (bei Verwendung 
on H,SO,, spez. Gew. 1.84, bei oben bezeichneter Verdiinnung) eine 
Aziditat 12.5 n aufweist. AuBer diesem Reagens haben wir auch ein anderes, 
welches eine Aziditat von 8.8 n aufwies, also dem Reagens von Roche mehr 
entsprach, angefertigt. Wir erhielten mit diesem weniger sauren Reagens 
Resultate, die sich nur wenig von den mit dem ersteren erhaltenen (Aziditat 

12.5n) unterschieden. In Tabelle Il sind die Resultate der Bestimmung 
mit diesen zwei nach ihrer Aziditat verschiedenen Reagenzien zusammen 
gestellt. 

Tabelle II. 


EinfluB von Reagenzien mit verschiedenem Sauregehalt. 





P gefunden P gefunden 


in mg mit in mg mit 


Zur 
Bestimmung 
genommener 
P in mg 


0.05516 
0.06204 
0.07352 
0,08272 


einem 
Reagens 

vom 
saure- 

gehalt 
(12,5 n) 


0.05516 
0.06225 
0,07328 
0.08353 


Absoluter 


nterschied 


0,000 
0.00921 
0.00024 
0.00081 


Fehler 
In 


0.0 
+ 0.3 
0.3 
4. 16 


Zur 


Bestimmung 


genommener 


P in mg 


0.05516 
0.06204 
0.07352 
0.08272 


einem 
Reagens 
vom 
Sdure- 
gehalt 
(8,8 n) 


0.05594 
0.06304 
0.07486 
0.08274 


Absoluter 


Unterschied 


0.00078 
0.00 L00 
0.00134 


0.00002 


Fehler 


In 


0.00070 
0.0019 
0.0019 
0.0012 


0.0926 
0.1053 
0,1122 
0,1253 


0.00070 + 0,8 0.0919 
0.0010 41. 39 0.1034 
0,0000 - 2.0 0.1103 
0,0012 10] 01241 


0.0926 
0.1044 
0.1103 
0.1229 


0.0919 
0.1034 
0.1103 
0,1241 





Die angefiihrten Zahlen zeigen, daB es durchaus méglich ist, beide 
Reagenzien mit verschiedener Aziditat anzuwenden: allerdings muB 


hervorgehoben werden, daB bei der Anwendung des weniger sauren 


fesultate erhalten wurden. Das Fallungs- 
» 


Reagens etwas erhdhte 
reagens, welches durch Vermischen von 3 Volumen der Lésung 
mit 1 Volumen der Lésung 1 hergestellt wird, ist im Vergleich zu dem 
Reagens von VM yrbdck- Roche viel stabiler: dieses Reagens bleibt sogar 
beim 24stiindigen Stehen an der Luft vollkommen klar und eignet sich, 
wie die Versuche zeigen, vorziiglich fiir den Gebrauch. Es mu hervor- 
gehoben werden, daB bei der Anwendung eines Fallungsreagens mit 
einer Aziditat niedriger als Sn bei der Vermischung mit Strvchnin 
eine Triibung auftritt, die nicht zu beheben ist. 

Bei der Fallung von Phosphorséure durch das Molybdan-Stryvchnin- 
reagens wird ein Niederschlag, wie es scheint, von der Zusammensetzung 
(Cy H,,0,N.),;H, PO, . 12 MoO, (Molekulargewicht 2828) erhalten. Rechnet 
man P,O, nach dieser Formel aus, so mu man die Umrechnung nach dem 
Koeffizienten 1: 39.9 ausfiihren; nach den Untersuchungen von Emde 


Biochemische Zeitschrift Band 263 oF 





392 N. Proskuriakoff u. S. Temerin: 


und Myrbdck verhalt sich das Gewicht des Niederschlags zum Gewic! 

von P,O, wie 1: 39,0. Der erhaitene Niederschlag des Alkaloidkomplex: 

wird mit Alkali titriert; die Menge des verwendeten Alkalis ist der Meny: 
von Phosphormolybdat und folglich auch der Phosphormenge proportiona| 
Strychnin bleibt bei dieser Reaktion, wie es scheint, unberiihrt.. Theoretisc} 
miissen fiir die Neutralisation des Niederschlags 23 Teile Alkali gebrauch 
werden. Doch wurde durch eine Reihe von Forschern festgestellt, da 

auf ein Teil Phosphor weniger Alkali, namlich 20 Teile, gebraucht werde: 

Die Untersuchungen von Myrbdck ergaben bei der Mikrotitrierung noc! 
geringere Zahlen; in seinen Versuchen wurden zur Lésung von 1 Tei 
Phosphor gegen 19 Teile Alkali gebraucht. Daraus kénnen die Resultat: 
der Titrierung des Niederschlags auf Phosphor umgerechnet werden 
wenn 19 g-Molekiile NaOH (760 g) 1 g-Atom Phosphor (34 g) entsprechen. 
so entspricht 1 g NaOH 0.0408 g Phosphor. 

Wird beim Titrieren des Niederschlags eine 0,025 n Lésung vor 
NaOH verwendet, so entspricht 1 ccm einer solchen Lésung 0,0408 mg 
Phosphor. Bei Verwendung des Sulfat-Molybdan-Strychninreagens verhalt 
sich 1 Molekiil NaOH zu 1 Molekiil P im Mittel wie 20: 1; deshalb mui 
hier fiir die Umrechnung auf P ein anderer als der von M yrbdck angewandt: 
Faktor gebraucht werden. 

20 g-Molekiile NaOH _ 800 _ 4 ng. 
1g-Atom Phosphor 31° #” ’ 
d.h. es entsprechen 1 cem einer 0,025 n NaOQH-Lésung 0.03875 mg Phos 
phor. In Tabelle III sind Titrationszahlen und molekulare Verhaltniss: 
von Phosphorséure und Natronlauge gegeben. 


Tabelle ITT. 


Titrationszahlen und Zahlen der molekularen 
zwischen Phosphorsaure und Natronlauge. 


Verhaltniss¢ 





Zur eem der 
Bestimmung > 6 verbrauchten LN: , Mol. NaOH 
genommene Mol. PO, . 10 0,025 42 n me. BOR . Mol. P 


P20; in mg NaOH 


0,06298 0,8851 0,69 7,5 19,7 
0,1102 1,554 1,22 31, 20,0 
0,1253 1,766 1,39 35,3% 20,0 
0,1260 1,766 20,1 
0.1417 1,998 
0,1679 2.367 
0,1836 2,589 
0,1890 2,664 
0.2099 2.959 
0,2203 3,107 62,26 
0,2361 3,329 67,36 
0,2519 3,552 2,8 71,18 
0.2834 3,995 3.12 79,31 
0,2939 4,144 3,2 82.87 
0.3149 4,440 ; 88.46 
0.3359 4,737 3, 94.05 
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Aus diesen Zahlen ist zu ersehen, da zur Autlésung von | Teil Phosphor 
20 Teile Alkali erforderlich sind. 

Um den EinfluB von Salzen auf die Genauigkeit unserer Bestimmungs 
methode nachzupriifen, wurde mit gleichen Standardlésungen von Phos 
phaten eine Serie von Bestimmungen in Gegenwart von 10°, KN O.-,Na,S8 O,- 
und (NH,).SO,-Lésung durchgettihrt. Diese Salze wurden deshalb in den 
oben angefitihrten Konzentrationen verwendet, weil nach der itiblichen 
Verbrennung nach Neumann oder nach dem Verschmelzen mit einer 
Mischung von Soda-Salpeter bei der Bestimmung von Gesamtphosphor 
Schwefelsaiure entweder mit Natronlauge oder Ammoniak neutralisiert 
wird und gerade diese Konzentrationen in der Praxis gewOhnlich benutzt 
werden. Es zeigte sich, daB diese Salze sogar in einer solchen groben Kon 
zentration die Genauigkeit der Phosphorbestimmung nicht st6ren (siehe 
Tabelle IV, in der die Bestimmung von Phosphor in Gegenwart von 10 
(NH,).SO, ausgefiihrt ist). 


Tabelle IV. 


EinfluB einer Beimischung von 10°, (NH,4).8O,-Losung auf die 


Vollstandigkeit der Fallung. 





Zur Bestimmung com der verab 
genommener P gefunden in mg Absoluter Fehler Fehler in folgten 0,025 42 n 
P in mg NaOH 


0.0274 0.0276 0.0092 YY 0.70 
0,0335 0.0335 + 0.0000 0.85 
0.0402 0.0398 0.0004 1,01 
0.0536 0.0536 L 0.0000 1,36 
0.0548 0.0551 + 0.0003 ! 1.40 
0.0671 0.0670 0.0001 ‘ 1,70 
0,0715 0,0717 + 0,0002 : 1.82 
0.0805 0.0788 0.0017 24 20 
0.0823 0.0827 0.0004 f 210 
0.0939 0.0945 L 0 0006 2.40 
0.1073 0.1079 0.0006 274 
0.1430 0.1418 0.0012 3.60 


0.1371 0.1379 0.0008 350 


In dieser Beziehung bestatigen unsere Resultate vollstandig die An 


gaben von Roche, von denen schon oben die Rede war; doch war die Salz 


konzentration viel niedriger als in unseren Versuchen. Es muB hervor 
gehoben werden, daB die Gegenwart von Ammonium- und besonders von 
Natriumsulfat eine bessere Ausfallung des Niederschlags bewirkt und 
iiberhaupt die Resultate der Bestimmung verbessert. 


Von der Untersuchung des Einflusses von anderen Beimischungen aut 
die Genauigkeit der Phosphorbestimmung wurde Abstand genommen, 
weil eine ausfiihrliche Arbeit von H. AKleinmann (6) vorliegt. in der det 
EinfluB von verschiedenen Salzen aut die nephelometrische Phosphor 
bestimmung genau untersucht ist: dabei hatte dieser Verfasser Fallungs 
mittel gebraucht, die unserem Reagens ahnlich waren. Aleinmann stellt 
fest. daB Alkalisulfate, wenn sie nicht in tbermaBigen Mengen vorhanden 
sind. die Bestimmung von Phosphor gar nicht beeintrachtigen; Sulfate 
der Erdalkalien beeintrachtigen nicht die Bestimmung sogar in Fallen. wo 


H% 
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sie in 900- bis L0OOfach gréBeren Mengen als Phosphor vorhanden sind 
auch Eisen stért nicht die Bestimmung von Phosphor, falls es die Meng: 
dieses Elementes nicht mehr als 20- bis lO0Ofach tibertrifft. Die Angaber 
von Kleinmann konnen restlos auch auf unsere Methodik tibertragen werden 
da in diesen beiden Bestimmungsmethoden analoge Reagenzien verwendet 


werden. Auf Grund dieser Tatsachen kann unsere Methode zur Bestimmuny 


von Phosphor in sehr verschiedenen Medien und in Gegenwart von be 
deutenden Konzentrationen von verschiedenen Salzen angewandt werden 

Wir konnten also die Methodik der Phosphorbestimmung von 
Roche weiter ausbauen und verbessern, wobei die Bestimmung von 
Phosphor in Mengen von 0,05 bis 0,15 mg stets gute Resultate ergab 
Wir haben den EinfluB von verschiedenen Faktoren auf die Voll 
standigkeit der Fallung studiert : so wurde die Konzentration, die Aziditat 
des Mediums und der EinfluB einiger Salze untersucht. Ferner wurde 
der Koeffizient fir die Umrechnung des Phosphorgehaltes nach dem 
verwendeten Alkali ermittelt. Die von uns vorgeschlagene Methodik 
der Phosphorbestimmung kann bei der Analyse von zahlreichen 
Objekten der Nahrungsmittelindustrie Anwendung finden; ebenso 
kann diese Methode mit Erfolg fiir alle Untersuchungen angewandt 
werden, wo die Bestimmung von Gesamtphosphor und die getrennte 
Ermittlung von anorganischem und organischem Phosphor in Frage 


kommt. 
Literatur. 
1) Fr. Pregl, Die quantitative organische Mikroanalyse, 3. Aufl., 1930, 
S. 272. 2) I. lversen, diese Zeitschr. 104, 15, 1920. 3) G. Embden, 
H.-S. Zeitschr. f. physiol. Chem. 113, 138, 1921. 4) K. Myrbdck, ebenda 
148, 197, 1925. 5) J. Roche, Bull. Soe. Chim. Biol. 10, LO61, 1928. 


6) H. Kleinmann, diese Zeitschr. 174, 43, 1926. 
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Hohe tigliche Zufuhr 
von anorganischem Jod durch hollindische Leitungswisser. 


Von 
J. F. Reith. 


(Aus dem Centraal Laboratorium voor de Volksgezondheid in Utrecht. 


(Eingegangen am 25, Mai 1933.) 


Die Kropfprophylaxe mit jodiertem Kochsalz (Vollsalz) hat heute 
zahlreiche Befiirworter, begegnet aber auch bei gewissen Hygienikern 
nicht wenig Widerstand. Letztere kénnen natiirlich die giinstigen 
Ergebnisse mit dem Vollsalz im Kampfe gegen Kropf und Kretinismus 
nicht mehr leugnen, befiirchten aber, da die tagliche Zufuhr von 


0,04 mg Jod bei bestimmten Personen ausnahmsweise zu Jodintoxika- 
tionen fiihren kann. Allerdings sind schon Gegenden bekannt, wo die 
tagliche Jodaufnahme der Bewohner aus Lebensmitteln und Trink- 
wissern sich viel héher erwiesen hat. Dies hat aber die Vollsalzgegner 
nicht iiberzeugen kénnen. Ihre letzten Waffen zur Verteidigung ihres 
Standpunktes ist die Behauptung, daB in Naturstoffen das Jod haupt- 
sichlich organisch gebunden sei und dab die natiirlichen organischen 


Jodverbindungen viel weniger toxisch wirken als Jodide, welche im 
Vollsalz vorhanden sind. 

Die besondere Wichtigkeit der Frage nach den Bindungsformen des Jods 
in Naturstoffen hat mich schon frither (1929) zu Untersuchungen veranlabt, 
eine Trennung der Jodbindungsformen durchzuftihren. Es tiihrten mich 
aber weder eine Trennung mit Lésungsmitteln, noch Fallungen mit Silber- 
nitrat, noch Destillation als Jodwasserstoffsaure, noch Dialyse zum Ziel. 
Auf die freundliche Anregung von Dr. H. Eqqgenberger in Herisau habe ich 
das Problem aufs neue angefaBt; ich beschrankte mich jetzt auf die Fest- 
stellung des Jodidgehaltes hollandischer Leitungswasser. 

Die analytischen Schwierigkeiten bei der gesonderten Bestimmung 
verschiedener Jodbindungstormen in Naturstoffen ist schon von ver 
schiedenen Untersuchern hervorgehoben (vgl. die austiihrliche Literatur- 
iibersicht von Lunde, Closs und Boe, 1929), und die von ihnen betfolyten 
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Methoden erachten sie selber nicht eimwandfrei. Besonders fiir wisserigy 
Fliissigkeiten hat von Fellenberg (1923) ein Trennungsverfahren mitgeteilt 
Das Wesentliche seiner Methode ist die Oxydation der zu untersuchenden 
Lésung mit Nitritschwefelsiure; etwa vorhandenes Jodid wird zu freiem 
Jod oxydiert und letzteres mit Chloroform extrahiert. Man bestimmt 


darauf den Jodgehalt der wiasserigen Schicht (organisches Jod) und der 
Chloroformschicht (Jodid). MJeerburg (1927) zeigte aber, daB das in Freiheit 
gesetzte Jod teilweise in der wasserigen Schicht haften bleibt und erklart« 
diese StOrung aus einer schnellen Bindung des freien Jods durch organische 
Stoffe. Lunde, Closs und Boe (1929) kénnen sich dieser Erklarung von 
Meerburg nicht anschlieBen. Nach diesen Verfassern wird die St6rung durch 
die Bildung der chloroformunléslichen Chlorjodchlorwasserstoffsaure HJ C1, 
verursacht. Diese Verbindung laBt sich aber mit Ather extrahieren. Ver 
fasser warnen vor dem Gebrauch von Nitrit als Oxydans, weil dieses aus 
organischen Jodverbindungen Jod in Freiheit setzen kann und somit zu 
hohe Werte fiir den Gehalt an anorganisch gebundenem Jod veranlaBt. Bei 
der Anwendung von Wasserstoffsuperoxyd fallt nach Verfasser diese Fehler- 
quelle gréBtenteils fort, auch ist die Bildung von Chlorjod viel langsamer 
als bei Anwendung von Nitrit. Die beiden zitierten Arbeiten von Lund: 
und Mitarbeitern bringen leider keine Probebestimmungen oder andere 
Belege zur Bestaétigung ihrer Meinungen, noch irgendwelche Arbeits- 
vorschriften. 

Ich habe darum eine praktisch zu verwendende Arbeitsvorschrift 
fiir die Jodidbestimmung in Trinkwassern bearbeitet, die ich jetzt 
niher besprechen werde. 

Bei der Probenahme wird das Wasser sofort mit Pottasche be- 
schickt, damit sich vorhandenes Jodid nicht an der Luft zu freiem 
Jod oxydiert. Das alkalische Wasser wird zur Trockne gedampft 
und der Riickstand mit Alkohol extrahiert. Bei dieser ,, Vortrennung”’ 
lést sich alles Jodid und nur ein Teil der organischen Jodverbindungen 
Die alkoholische Lésung wird zur Trockne gedampft und der Riick- 
stand in Wasser aufgenommen. Die wisserige Lésung siuert man mit 
einer nicht zu starken Saure, namlich Phosphorsdéure, an. Organische 
Sauren zeigten sich zu diesem Zwecke unbrauchbar, weil sie bei det 
nachherigen Destruktion der Extrakte viel Kohle bilden. Darauf wird 
zur Entfernung von atherléslichen organischen Verbindungen mit 
Ather extrahiert. Es folgt jetzt die eigentliche Abtrennung des Jods 
aus Jodiden, indem man Wasserstoffperoxyd hinzufiigt und mit Ather 
ausschiittelt. Es zeigte sich, daB die wasserige Schicht nach dieser 
Extraktion noch relativ viel organische Jodverbindungen enthailt. 

Als Oxydans lieB sich Kaliumpermanganat nicht verwenden, weil 
das sich bildende Manganperoxyd stért. Wasserstoffperoxyd hingegen 
ist ein zuverlaBliches Oxydans, wenn nur der UberschuB geniigend 
groB gewahlt und bei 10 bis 20°C (nicht bei 0°C) gearbeitet wird. 

Ich versetzte z. B. 5cem wiasserige Lésung von 50y J’ (als KJ) 
mit 25mg Phosphorséure und extrahierte je dreimal mit 10cem Ather 
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Extrakte in ein Kélbchen mit bisulfithaltigem Wasser abblasen usw., wie 
in der Arbeitsvorschrift): 


a) ohne Zugabe von Oxydans; in 30 ccm Atherextrakt . . . 1,2 y Jod 
b) dann mit Zugabe von 10mg H,O,; in 30cem Ather- 

I St a ie ks Oe ee Ok ee, s ee 
c) dann mit Zugabe von 100 mg H,O,; in 30cem Ather- 

a 6 whee oe ee eS eR we eee 0 
dieselbe Lésung, aber 1 Stunde spater . . . . . . 2...) OD 7 


Im Riickstand fand ich 1,0 » Jod. 

Diese langsame Oxydation durch H,O, konnte ich nicht durch héhere 
Saurekonzentration (z. B. 250 mg Phosphorséure pro 5 cem) beschleunigen. 
Ich wahlte schlieBlich Zugaben von 25 mg Phosphorséure und 100 mg H,QOg, 
die sich aus folgenden Probebestimmungen zuverlassig erwiesen : 

5ecem wasserige Lésung von 50 y J’ (als KJ) + 25 mg Phosphorsaure 

100 mg H,O, wurden viermal mit je 10 cem Ather extrahiert. In den 
vier Extrakten fand ich 31,6 bzw. 8,7 bzw. 0,5 bzw. 0 » Jod und im wiasserigen 
Riickstand 0 y Jod. 

Die hier mitgeteilte Arbeitsvorschrift erméglicht die Bestimmung 
folgender Jodfraktionen: 

Wasserunloslich: schwebende Stoffe und an Carbonaten adsorbierte 
Jodverbindungen; immer sehr wenig und hier nicht bestimmt. 

Wasserloslich, alkoholuntéslich. 

Wasserléslich, alkoholléslich : 


a) Saéure und dann in Ather léslich, 
b) + Saure + H,O, und dann in Ather léslich, 
c) + Saure H.O, und dann in Ather unléslich. 


Die Fraktion b) ist das anorganische Jodid, die iibrigen Fraktionen 
enthalten die organischen Jodverbindungen. 

Arbeitsvorschrift fiir die Trennung'. Reagenzien. AuBer den bei Jod- 
bestimmungen iiblichen jodfreien Reagenzien wie gesittigte Pottasche- 
lésung, 94°,iger Alkohol usw., braucht man 30° ig. Perhydrol, 25° ig. 
Phosphorséure und Ather zur Narkose, welcher den strengsten Anforderungen 
entspricht. 

Die Wasserprobe wird in einer mit 10 ccm Pottaschelésung beschickten 
Flasche von 3 Liter genommen. Von dieser konservierten Probe wird 
1 Liter abdekantiert und in einer Kochflasche eingedampft. Man spilt 
in eine Porzellanschale tiber und dampft zur Trockne. Den 'Trockenrest 
extrahiert man in bekannter Weise durch Reiben mit viermal je 10 cem 
Alkohol. Im Riickstand nach dieser Extraktion wird das organisch ge- 
bundene, alkoholunlésliche Jod bestimmt (Jodziffer 1). 

Die Extrakte werden in einem MaBkolben von 50 cem gesammelt und 
dieser bis zur Marke aufgefiillt. Von der gemischten Lésung werden 25 cem 
in eine Porzellanschale abpipettiert und die iibrigen 25cem durch sorg- 
faltiges Nachspiilen von Kolben und Pipette in einer zweiten Porzellan- 
schale gesammelt. Zu dieser Halfte wird zur Kontrollbestimmung 100 7 
Jod (als KJ) hinzugefiigt. Jede Halfte wird auf folgende Weise verarbeitet : 


1 Die Jodbestimmungen wurden alle nach von Fellenberg durch Glithen 
in Platinschalen, Alkoholextraktionen und Titration nach der Brom- 
Schwefelséuremethode ausgefiihrt. Vgl. J. Ff. Reith, 1929 und 1930. 
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Der Trockenriickstand wird mit insgesamt 5 cem Wasser in ein Reagens 
glas mit Glasst6épsel von 20 cem iibergespiilt, darauf wird ein wenig Natrium 
bisulfit ( 


10 mg) hinzugefiigt und mit 0,1 cem Phosphorséure angesduert 
(Kontrolle auf Lackmus). Es wird darauf zweimal mit je 10cem Ather 
ausgeschiittelt und die Atherschichten in ein Erlenmeyer-Kélbchen mit 
Glasst6psel von 50 ccm mittels eines Hebers iibergefiihrt. 


Platinschale tibergespiilt. Man dampft Ather und Wasser ab, gliiht, extra- 
hiert usw. (Jodziffer Ila). 

Die wasserige Schicht im Reagensrohr wird mit 0,33 ccm Perhydrol 
beschickt und schnell mit dreimal je 10cem Ather wie oben extrahiert, 
indem man je 15mal das Rohr umkehrt. Die atherischen Extrakte werden 
in einem Erlenmeyer-Kélbchen mit Glasstépsel, welches ein wenig Natrium- 
bisulfit (+. 20 mg) und Wasser enthalt, gesammelt und sofort umgeschiittelt. 
Die samtlichen Extrakte werden darauf mit lcem Pottaschel6ésung ge- 
schiittelt und wie oben weiter auf Jodgehalt gepriift (Jodziffer Ilb). Die 
wasserige Schicht im Reagensrohr wird mit Uberschu8B von Natriumbisulfit 
reduziert, mit 1 cem Pottaschelésung beschickt und in gewohnlicher Weise 
auf ihren Jodgehalt gepriift (Jodziffer IIc). 

Diese Trennungsmethode hat sich bei der Anwendung auf hollandische 
gereinigte Leitungswasser gut bewahrt. Kontrolle bleibt immerhin not- 
wendig, denn in einem Falle blieben ungefahr 15 °,, des zugegebenen 
Jodids in der Fraktion Ie. Bei diesem Wasser wiirde man wahrscheinlich 
einen zu niedrigen Wert fiir den Jodidgehalt feststellen. Wichtig ist das 
Ergebnis, da®B hinzugefiigtes Jodid bei den Kontrollbestimmungen wohl 
die Jodidziffer ILb, nicht aber die anderen Jodziffern erhéhte.  Allerdings 
wird das zugegebene Jod nicht vollstandig in Ilb zuriickgefunden, aber es 
dart nicht wundernehmen, da die Manipulationen mit einer Jodlésung in 
Ather zu Jodverlusten AnlaB gegeben haben. 

Die Bestimmungen in den drei jJodreichsten niederlandischen Leitungs- 
wiassern lieferten die in folgender Tabelle zusammengestellten Ergebnisse 
(n. b. nicht bestimmt ). 


Jodfraktionen in Leitungswassern aus drei hollandischen 
Stadten. 





Diese Ather- 
lésung wird mit lcem Pottaschelésung geschiittelt und darauf in eine 














Barendrecht Gouda Zutphen 
Jodbindungsform ” ae : ae » 
\/y Liter , sag 1), Liter | ers 1/, Liter ioe 
I. Alkoholunléslich n. b. n. b. 1,5 1.5 5,5 5,5 
Il. Alkoholléslich 
a) + Saure: loslich in 
Ather as Goats 3,8 1,9 0,6 1,6 1,3 0.7 
b) + Saure + Hy, Oy: 
loslich in Ather . 28,7 118.4 15,7 88.0 8,2 74,8 
c) + Saure + H, ¢ og: 
unloslich in Ather . 15.5 13,7 15.5 17.6 7.0 9,1 
Insgesamt pro Liter . 96,0 66,6 44.0 
Friher gefunden pro Liter: 
1929 102,0 58,8 41.6 
1930 85,5 
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In Barendrecht liegen also 2. 28,7 57 » Jod pro Liter als Jodid vor, 
in Gouda 31 y und in Zutphen 16 y. Wenn man den Wasserverbrauch mit 
Brot, Mittagessen, Kaffee, Tee usw. auf 1’), Liter schatzt, werden also in 
diesen vier Stadten taglich mindestens 86, 47 bzw. 24 y Jod als Jodid 
aufgenommen. Im Besitz dieser Ergebnisse méchte ich nun zwei wichtige 
Tatsachen hervorheben: In den genannten Staédten wurde von leichteren 
oder schwereren Jodschadigungen bei den Bewohnern nie etwas bemerkt. 
Die jodreichen Trinkwasser waren hingegen ohne Zweifel deutlich auf giin- 
stigste Weise wirksam, wie ich schon a. a. O. betonte (1932), da bei den 
Kindern und Rekruten in diesen Stadten Kropf selten beobachtet wird. 

An dieser Stelle méchte ich J. de Beus fiir die genaue Ausfiihrung der 
Analysen danken. 


Zusammenfassung. 

Ein Verfahren zur gesonderten Jodidbestimmung in Trinkwassern 
wird beschrieben. Die Bewohner einiger hollindischen Stadte bekommen 
taglich mehr Jodid durch ihr Leitungswasser, als sie mit Vollsalz be- 
kommen wirden, ohne daB irgendwelche Jodschadigungen auftreten. 
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Uber durch Roéntgenstrahlen hervorgerufene 


chemische Reaktionen und eine Methode, dieselben zu verfolgen. 


Von 
N. Waterman und H. Limburg. 
(Aus dem Laboratorium des Antoni van Leeuwenhoekhuis, Amsterdam. ) 
(Eingegangen am 26. Mai 1933.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 
Einleitung. 

Es darf als bekannt vorausgesetzt werden, daB Bestrahlung mit 
Roéntgenstrahlen in verschiedenen dazu geeigneten Systemen chemische 
Veranderungen hervorrufen kann, welche 6fters den Charakter einer 
Oxydation oder Reduktion besitzen. So wird z. B. unter dem EinfluB 
von Réntgenstrahlung Fe*** zu Fe** reduziert. Mehrere Beispiele 
dazu findet man in Linds Monographie (1) oder bei Fricke (2). Nun 
wird meistens beim Studium derartiger Umwandlungen das gewahlte 
System wahrend einer bestimmten Zeit der Strahlungswirkung unter- 
worfen, wonach man die dadurch eingetretenen Anderungen auf die 
eine oder andere Weise bestimmt. Aus mehreren Gesichtspunkten 
aber erachten wir diese Methodik als nicht befriedigend. Erstens ist 
auf die skizzierte Weise die Verfolgung der Reaktion von Moment zu 
Moment nicht méglich, schon darum nicht, weil der Beobachter vom 
Raume, worin die Bestrahlung stattfindet, durch ein Material, welches 
strahlenundurchlassig ist, getrennt sein muB und also eine kontinuierliche 
Beobachtung des Reaktionsgemisches auBerst schwierig ist. Zweitens 
aber kénnen unter EinfluB der Strahlen labile Reaktionsprodukte 
gebildet werden, welche sich nach Beendigung der Bestrahlung sehr 
schnell umsetzen und sich also der Messung entziehen. 


I. 

Bei einer Untersuchung iiber die Anderungen, welche durch 
Roéntgenbestrahlung in Blutseren hervorgerufen werden kénnen, haben 
wir eine elektrometrische MeBmethode benutzt, welche sich bei niherem 
Studium als sehr geeignet erwies zur Verfolgung der durch die Strahlung 
entstandenen chemischen Anderungen und welche die Nachteile der 
bisher benutzten Anordnungen nicht besitzt. 
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Durch Roéntgenstrahlen hervorgerufene chemische Reaktionen. 40] 


Im Prinzip besteht die Methode darin, daB in das Reaktionsgemisch 
eine blanke Pt-Elektrode gestellt wird, wonach das auf dieser Weise 
gebildete Halbelement! mit einer Kalomelelektrode zu einer Kette 
kombiniert wird. 

Die Messung der EMK. dieses Elementes unterrichtet uns tiber die 
Anderungen, welche im Potentialsprung zwischen Pt-Elektrode und 
teaktionsfliissigkeit (und damit in der Reaktionsfliissigkeit selber) 
unter EinfluB der Bestrahlung auftreten, unter der Voraussetzung aber, 
daB einige Bedingungen, worauf wir noch zu sprechen kommen, 
erfiillt sind. 

Il, Apparatur. 

Die benutzte Apparatur ist unten abgebildet (Abb. 1). An einer 
Roéntgenréhre (die nicht naher gezeichnet worden ist) ist ein Stativ an- 
gebracht, woran ein Holzbrett, das in drei senkrecht aufeinanderstehenden 
Richtungen verstellbar ist, befestigt ist. Das Holzbrett hat Offmungen zur 
Aufnahme der ReaktionsgefaBe. Diese ReaktionsgefaBe bestehen aus einem 
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Abb. 1. 
1 Rontgenapparat. 2 Reaktionsgefii. 3 Zwischenelektrolyt 
4 Kalomelelektrode. 5 Verstellbares Stativ 


Reservoir, woran sich ein Kapillarraum von 3e¢m Lange und 3mm. lichter 
Weite, genau Kalibriert, anschlieBt. Unten am Kapillarrohr ist ein Kleines 
Loch angebracht, welches, mit einem KCl-Agarhautchen verschlossen, die 
leitende Verbindung mit dem Zwischenelektrolyt (gesattigte KCl-L6ésung) 
besorgt. Auf der in der Abbildung angegebenen, iibrigens bekannten Weise 
werden durch Durchleiten von CO,- und O-freiem Stickstoff Komplikationen 
seitens O, oder CO, vermieden. 


1 Es ist wohl selbstredend, daB der Bau des Halbelementes der Art 
der Vorgange, die man verfolgen will, angepaBt sein mub. Da wir in erster 
Linie Oxydations- und Reduktionsvorgange studieren wollten, haben wit 
die oben beschriebene Kombination benutzt. 
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Um ganz sicher zu sein, dab sich wahrend der Messungen der Potential- 
sprung der Kalomelelektrode nicht andert, wird diese mittels einer (nicht 
gezeichneten) Bleigummibekleidung dem StrahleneinfluB entzogen. Das 
Potentiometer befand sich in einem Nebenraum des Réntgenzimmers. 
Die Drahtleitungen wurden durch ein Loch in die Bleitiir eingefiihrt. Es 
konnte also wahrend der Bestrahlung kontinuierlich gemessen werden. 
Die Réntgenstrahlen wurden erzeugt in einer Philip-Metallix-Réhre. 
Spannung I80 kV, 2,5 bis 3mA._ Filtrierung fand nicht statt. 


Ill. Theoretische Vorbedingungen. 

Wir betonten in der Einleitung, da®B die skizzierte Methode nur unter 
einigen wohldefinierten Bedingungen theoretische Giiltigkeit hat. Welche 
sind diese Bedingungen’ Auf die beschriebene Weise ist der EinfluB der 
Rontgenstrahlung auf einfach interpretierbare Weise nur bei denjenigen 
Systemen zu deuten, welche in Kombination mit der Pt-Elektrode ein 
umkehrbares Halbelement bilden. Ist dies nicht der Fall, so treten zwar, 
wie wir noch sehen werden, manchmal unter Bestrahlung Potential- 
anderungen auf, welche sich sogar unerwartet gut reproduzierbar zeigen, 
aber es besteht doch die groBe Schwierigkeit, aus den gemessenen Potential- 
anderungen Riickschliisse auf die sich im Reaktionsgemisch abspielenden 
Vorgange zu ziehen. 

Ein System, worin der EinfluB von Réntgenstrahlen sehr schén zum 
Vorschein kam, fanden wir unter anderem in der wasserigen L6sung von 
Chinon, das, wie bekannt, an der Pt-Elektrode einen umkehrbaren Potential- 
sprung ausbildet. Die wasserige L6sung wurde in einem Phosphatpufter von 
bekanntem py verdiinnt, um sicherzustellen, daB das py wahrend der Bestrah- 
lung konstant blieb und deshalb die Anderungen des Potentialsprunges aus- 
schlieBlich einer Umwandlung des Chinons zugeschrieben werden miissen. 


IV. Die Potentialinderung wihrend Chinonbestrahlung. 


Aus den Tabellen und Abbildungen geht die Beeinflussung des Potential- 
sprunges durch Bestrahlung zur Geniige hervor. Nach anfanglich starker 
Erniedrigung geht diese Abnahme nach wenigen Minuten mit ziemlich 
konstanter Geschwindigkeit weiter (Abb. 2). 
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Abb. 2. 
I Potentialinderung einer Chinonlésung (0,002 °/9) in unverdiinntem Phosphatpuffer. 
II Potentialinderung einer Chinonlisung (0,002 °/9) in 20fach verdiinntem Phosphatpuffer. 
III Potentialinderung derselben Lisung bei Entfernung der Elektrode aus der Fliissigkeit 
wihrend Bestrahlung. 
IV Bestrahlung von Chinonlisung derselben Konzentration bei weiterer Entfernung der 
Liésung von der Antikathode. 
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Die Erniedrigung des Potentialsprunges deutet bekanntlich darauf, 
daB in der Chinonlésung durch Bestrahlung eine Reduktion hervorgeruten 
wird, allerdings, wenn man annimmt, dab die sich auBernde Veranderung 
der Gr6Be 7B lektrode 7Flissigkeit nicht auf einer Verinderung der 
7Elektrode beruht. Es war dies von vornherein Ja nicht sicher. Um tibet 
diese Frage Naheres zu erfahren, haben wir bei einem Versuch die Pt-Elek 
trode nicht im Reaktionsgemisch belassen, sondern die Elektrode zwischen 
den Bestrahlungsperioden ins Gemisch gesteckt und die eingetretene 
Potentialanderung gemessen. Abb. 3 gibt die Resultate wieder. Wie 
man sieht, fehlt hier nun der plétzliche Absturz des Potentialsprunges, 
den wir sonst in der ersten Zeit der Bestrahlung wahrnehmen. Man ist 
geneigt, zu vermuten, dali dieses anfangliche starke Zuriicklaufen des 
Potentialsprunges einer sekundaéren Ursache, welche wir einstweilen 
..Elektrodeneffekt** nennen wollen, zuzuschreiben ist, und dal} die daraut 
folgende, mit nahezu konstanter Geschwindigkeit verlaufende Potential- 
anderung die eigentlichen Veranderungen in der Flissigkeit wiedergibt. 
Wir werden iibrigens spiter noch auf diesen ,,Elektrodeneffekt** zuriick- 


kommen. 


Spezielle Aufmerksamkeit haben wir auf die Bedeutung des hinzu 
gefiigten Puffers gelegt bzw. ob die Form der Kurve von dem Pufter beein 
flufbt wird. Im Anfang unserer Untersuchung haben wir gemeint., dab die 
Anwesenheit von Elektrolyten im = Gemisch die Roéntgenreaktion beein 
trachtige. In den spateren genauen Untersuchungen konnte aber kein 
Effekt der Puffer mehr aufgefunden werden. In der Abb. | und 2 fallt 
der strikte Parallelismus zwischen Anderungen des Potentials in verdiinnten 
und unverdiinnten Phosphatpuffern auf. 


Es war nun interessant zu untersuchen, wie die Korper, worin sich 
das Chinon bei Reduktion verwandelt, bei Bestrahlung reagieren. Wir 
haben in dieser Beziehung das Hydrochinon und das Chinhydron unter- 
sucht. Die Frage ist theoretisch wichtig. denn wenn die vielfach gemachte 
Annahme richtig ist. daB die Strahlenwirkung an erster Stelle aut eine 
Spaltung des Wassers hinausgeht, dann miiBbte, wenn nur eine Substanz 
da ist. welche O aufnehmen kann, eine Steigerung des Potentials er- 
folgen. Wir haben aber bei reinem Hydrochinon bei schwach saurem 
pu keine Steigerung des Potentials durch Rontgenbestrahlung wahr- 


nehmen kénnen. 


Der Komplex Chinhydron verhalt sich in dieser Beziehung wie Chinon 
mit bedeutend verkleinerter Reaktionskonstante, d.h. bei der Strahlung 
sinkt das Potential aber nur sehr unbedeutend (wenige Millivolt). Es 
ist, als ob ein Gleichgewicht bestiinde zwischen dem Chinonanteil und 
dem Hydrochinon, die Key aber gréber wire als die Ayy (A Reaktions- 
konstante). 


V. Quantitative Daten. 


Es liegt nahe, zu vermuten, daB die Intensitat der Rontygenstrah- 
lung sich in der Reaktionskonstante der Chinonumwandlung manifestieren 
wird. 

Jerechnet man unter dieser Annahme die Beziehung zwischen dem 
Potentialsprung Z und der Zeit ¢ unter der weiteren Annahme, dab die Um 
wandlung des Chinons nach einer in bezug auf Chinon monomolekularen 
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Reaktionsgleichung verlauft, mit der Konstante AK, und zwar nach der 
Richtung Hydrochinon, so hat man: 





dA Ce ae ee 
Ch — = . oe Ch*“ 
aT, AKCoy, und £ Ey + oF In Cue , (1) 
woraus nach einfacher Rechnung 
»>m/dC.. aC... 
aE = 55(—2+—) (2) 
2F\ Coy CHy 
entsteht. : 
Hieraus ergibt sich nach entsprechender Substitution 
. RT (1—2e—Kt 
ak —kK = ( ; : jdt, (3) 
2 k \ 1 — = kK t 
und wenn ¢~— At klein ist im Vergleich zur Einheit: 
. —KRT KY 
dE 5 (l—e . ) dt. (4) 
Bei geniigend groBer ¢ darf man setzen: 
, —KRT . 
dé oF dt, (5) 


so dab dE dt linear abhangig von A wird. 

Es folgt daraus. daB, wenn Formel (3) giiltig ist. die Anderung des 
Potentialsprunges pro Zeiteinheit unabhdngig von der Anfangskonzentration 
des Chinons sein muB. Um diese Ableitung zu verifizieren, haben wir eine 
Reihe von Messungen bei verschiedener Chinonkonzentration ausgefiihrt. 

Die studierten Konzentrationen bewegten sich von 1 bis * jo99°.. 
d. h. von 10-' bis 2. 10-4 mol. Es wurde in einer Phosphatpufferverdiinnung 
von py 6,8 gearbeitet. 

Aus den Tabellen geht hervor, daB die Unterschiede zwischen den 
Chinonlésungen verschiedener Konzentration hauptsaéchlich in den Ver- 
anderungen wahrend der ersten Zeit der Bestrahlung zum Ausdruck kommen. 
Und zwar ist im allgemeinen der anfangliche Potentialsturz am gréBten bei 
den verdiinnten Lésungen. Betrachtet man aber die Kurven bei fort- 
gesetzter Bestrahlung, so stellt sich heraus, daB der Einflu8 der Chinon- 
konzentration auf den Verlauf nur von untergeordneter Bedeutung ist, 
und die Formel (3) also in dieser Hinsicht von den Experimenten bestitigt 


wird. 
Es folgt hieraus noch nicht, da®B die Reaktion auch wirklich mono- 
molekular ist, denn auch bei z. B. einem bimolekularen Reaktionsverlauf ist 


dE KT ] 

dt 2F i 
wovon man sich durch eine ahnliche Rechnung, wie oben ausgeftihrt, leicht 
iiberzeugt. Man kann iibrigens wohl schlieBen. dali ein monomolekularer 
Reaktionsverlauf auf Grund der experimentellen Resultate am = wahr- 
scheinlichsten ist, da doch dE dt bei allen Kurven nach einiger Zeit praktisch 
konstant wird, was mit Formel (3) in Ubereinstimmung ist. aber im Wider- 
spruch steht mit dem, was aus der Gleichung fiir die bimolekulare Reaktion 


dE dt unabhangig von der Chinonkonzentration, namlich 


erwartet werden konnte. 


* Con und Cyy sind die momentanen Werte der Chinon- bzw. Hydro- 
chinonkonzentration. 
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Berechnet man aus Gleichung (3) den Wert fiir die Reaktions- 
konstante A, dann findet man eine Grébe von etwa 10-4, welche also die 
Reaktionskonstante fiir die Umwandlung des Chinons unter einer Be- 
strahlung mit der Intensitat von etwa 170 PR pro Minute darstellt. 

Es sind nun verschiedene Momente anzufiihren, wodurch etwaige 
Unterschiede zwischen Berechnung und Experiment zu erklaren waren. 
So kann man beobachten, da im allgemeinen nach beendigter Bestrahlung 
in den Fallen, wo die L—t-Kurve im Anfang stark abfallt, ein Wieder 
ansteigen von E mit der Zeit eintritt. Dieser Wiederanstieg fehlt, wo kein 
rascher Absturz erfolgte. Es macht also den Eindruck, als ob dieser Abfall, 
den wir einstweilen als .,Elektrodeneffekt** andeuteten, nach der Be- 
strahlung wieder riickgaéngig gemacht wird, was also unsere Meinung, dal 
wir es hier mit Effekten sekundarer Art zu tun haben, unterstiitzt. 

Wir haben bei unseren Berechnungen angenommen, daB der Reaktions- 
mechanismus derartig ist, daBb die Umwandlungsgeschwindigkeit des 


Chinons nur von der Chinonkonzentration abhangt. Auch weisen wir 
darauf hin, daB das Chinon sich in Lésung bekanntlich zum Teil zersetzen 
kann, was sich in einer Farbanderung (Braunfarbung) auBert. Die Art 
dieser Zersetzung ist unbekannt. Ein mehr saures py der Loésung ver- 


hindert den Prozef nicht. 

Es waren in dieser Beziehung noch andere méglichen Faktoren zu 
erwihnen; weil sie aber nicht experimentell geprift worden sind, wollen 
wir das vorlaufig unterlassen. 

Als weiteres quantitatives Datum kénnen wir den sehr eklatanten 
EinfluB der Entfernung des Reaktionsgemisches von der Antikathode 
anfiihren. Wir haben in dieser Beziehung mehrere Messungen ausgefiihrt, 
wobei die Fliissigkeit sich in verschiedenem Abstand von der Antikathode 
hefand. 

In den Tabellen und Kurve IV sind einige Beispiele angefiihrt. 


Anhang. 


Wir haben nun auch einige Messungen an Systemen ausgefiihrt, deren 
Umkehrbarkeit in elektrochemischem Sinne nicht feststeht. 

Wir erinnern daran, daB eben die Beobachtung des Bestrahlungs- 
effektes an Seren den Ausgangspunkt dieser Untersuchung bildete. 

Die betreffenden Daten sind ebenfalls in den Tabellen vereinigt. Aus- 
gewahlt wurden bei dieser Untersuchung die chemischen Systeme: 
1. Methylenblau (Rongalit), 2. Cystein (nach Warburg, metallfrei). 

1. Vom Methylenblau (Werck, zinkfrei) wurden Lésungen !/j 999 bis 
' sn000 in Og-freiem Wasser hergestellt. Dasselbe Methylenblau wurde in 
wechselndem Verhaltnis mit Rongalit vermischt, z. B. 0,200 ¢ Methylenblau 

- 0,200 g¢ oder 0,300 g Rongalit + 4 Tropfen 25°,ig. HCl, mit 10 cem 
Wasser erwarmt, darauf !/j9. oder mehr verdiinnt. Die Absicht bestand 
hierbei, durch quantitative Auswahl der Rongalitmenge den Strahlungs- 
effekt genau auszubalancieren. 

In den betreffenden Kurven kommen die Ergebnisse am besten zum 
Ausdruck. Man sieht, daB bei Methylenblau der Potentialsprung abnimmt. 
was auf eine Reduktion weisen kann. Hierbei sind aber noch einige Eigen- 
tiimlichkeiten zu beobachten. Erstens kommt es (wenigstens unter den 
hier gewahlten quantitativen Verhaltnissen) bald (etwa nach 30 Minuten) 
zu einem Gleichgewicht, d. h. das Potential sinkt nicht weiter: kurze Zeit, 
bevor dieser Punkt erreicht worden ist. beobachten wir eigentiimliche 
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Potentialschwankungen, welche an der beobachteten Varianz gewisse1 
Blutseren erinnern. Interessant ist weiter, dali bei gut gewahiten quanti 
tativen Bedingungen bei Bestrahlung von Rongalit eine Anderung des 
Potentialsprunges in entgegengesetztem Sinne, also einer Oyxdation ent- 
sprechend, eintritt (Abb. 3). 

Nach der Bestrahlung ist schon auBerlich eine deutliche Blaufarbung 
der Lésung wahrzunehmen. 

2. Auch Cysteinchlorhydrat zeigt in verdiinnter Lésung (z. B. n, 100) 
eine quantitativ sehr gut reproduzierbare Abnahme des Potentialsprunges, 
welche iiberraschend konstant ist. Bei der gewiahlten Strahlungszeit von 
je 30 Minuten kam es noch nicht zu einem Gleichgewicht. Einige Eigen- 
tiimlichkeiten kamen dabei noch zur Beobachtung. 


ae 
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Zeit in Minuten Zell in Minuten 
Abb. 3. Abb. 4. 

Potentialanderung von Methylenblau und Ron- Bestrahlung von Cystein. 
galitlisungen in verschiedenen Konzentrationen. A Anfang der Bestrahlung. 
A und a, B und b haben Beziehung auf den ¥ Aufhiren der Bestrahlung 
Parallelversuch yon Methylenblau bzw. Rongalit. * Schiitteleffekt auf den Potentialwert. 

a Anfang der Bestrahlung. ** Eintluf der Hinzufiigung von 1 y Kupfer 

y Aufhiren der Bestrahlung. auf den Potentialwert. 


a) Besonders charakteristische ,,Elektrodeneffekte’’ traten  hervor,. 
welche am besten an der Kurve studiert werden kénnen; nach SchluB oder 
Beginn der Bestrahlung zeigen sich namlich kurzwahrende, bedeutende 
Knicke in der Kurve, welche dem Bestrahlungseffekt entgegengesetzt sind, 
doh. nach Aufhéren der Bestrahlung sinkt der Potentialwert noch einige 
Minuten rasch weiter, um sich dann zu heben; bei erneuter Bestrahlung 
findet das Umgekehrte statt. Es bilden sich also typische Sacke aus (Abb. 4). 

b) Besonders auffallend ist auch die Wirkung der mechanischen Be- 
wegung der Elektrode in der Fliissigkeit; welche sich unmittelbar in einem 
Sinken des Potentials auBert. Der Effekt ist in der Kurve mit einem Kreuz 
angegeben. Sehr interessant ist weiter die Wirkung der Hinzufiigung einer 
Spur Metall (Kupfer, '/;999 mg) TT. 

Unmittelbar setzt eine Steigerung des Potentials ein, also eine Oxy- 
dation. Wird aber diese Fliissigkeit wiederum bestrahIt, so sinkt das 
Potential wieder. Der Katalysator behindert also die Réntgenwirkung nicht. 
Hort die Bestrahlung auf, so fangt die Oxydation wiederum an. Wir haben 
das System Cystein gewahlt, weil bei der biologischen Oxydation und wahr- 
scheinlich auch bei anderen fermentativen Vorgangen die Sulfhydrylgruppe 
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ine groBbe Bedeutung besitzt. In den mitgeteilten Versuchen kommt nun 
auch die Strahlungsempfindlichkeit dieser Gruppe zur Beobachtung. 

Wir sind uns bewuBt. dai die skizzierten Versuchsresultate und vor 
allem ihre quantitative Deutung, als vorlaufige zu betrachten sind und 
weiterer Bestitigung bediirten. Da aber feststeht, dal} die oben beschriebene 
Methode dem Studium von unter FinfluB von Rontgenstrahlen verlaufende: 
Reaktionen neue Weve eréffnet und auch wohl wahrscheinlich ein neues 
Hilfsmittel zur quantitativen Messung von Rontgenstrahlenintensitat 
darstellt, haben wir geglaubt. sie jetzt schon der Offentlichkeit iibergeben 
Zu so miussen. 

Experimentelle Belege. 

Losung: 0,002 Chinon in gleichen Teilen primaren und sekundaren 


Phosphatpuffers. py: 6.8. Roéntgenstrahlenintensitat: 170 R. pro Minute 
Abstand des ReaktionsgefaBes von der Antikathode: 17 em. 











Chinon Hydroehinon 
Bestrahlungsdauer EMK Bestrahlungsdauer EMK 
in Min. in Millivolt in Min n Millivolt 
0 246 198 0 90 
l 238 — 182 05 $4.5 
ye 226 169 1.5 83 
3 216 — 163 2.5 $2.5 
4 908.5 — 156 3,5 84.5 
5.5 202.5 — 154 5 54 
7 198 —149 6 85 
8.5 193 — 142 S 85 
10.5 189.5 — 140 10,5 $4.5 
13 186 —138 12 S4 
15 181.5 — 136 22 SS 
17 178,5 — 134 
21 176 — 132 
23 173 130 
Chinon 0,002 °,.) pa: 6.8. Réntgen- Chinon 0,002°,. py: 6.8. Rontgen 
strahlenintensitat:170R. proMinute. | strahlenintensitat: 170 R. pro Minute. 
Abstand zur Antikathode: 22.4¢m. | Abstand zur Antikathode: 30.7 em 
Bestrahlungsdauer EMK. Bestrahlungsdauer EMK 
in Min. in Millivolt in Min. in Millivolt 
0 184 0 164 
1 171 1 163 
2 159 2,0 159 
3 153 3.5 156 
+ 145 5 155 
5 146 6 151.5 
7 138 7 152 
10 136 9 151 
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Methylenblau puriss. Merck * jo. 
Rontgenstrahlenenergie: 170 R. pro | Rongalit'. Roéntgenstrahlenenergie : 
Minute. Abstand 17¢m*. 170 R. pro Minute. Abstand 17 em 
Bestrahlungsdauer EMK. Bestrahlungsdauer EMk. 
in Min. in Millivolt in Min. in Millivolt 
0 313 0 7 
l 289 1,5 14 
2 269 2.5 15 
3.5 252 4.5 16 
5,5 230 6.5 17 
7,0 217 8.5 12,5 
9.5 207 10.5 13 
11,5 201 12.5 15 
13.5 193 14.5 17 
15,5 187,5 16.5 17 
17, 184 18.5 17 
19.5 183 90.5 17 
21,5 1ds1 22.5 23 
23.5 178 24.5 21 
25.5 177 26.5 26 
27,5 174 28,5 27 
29,5 173 
Cysteinchlorhydrat (Kahlbaum, trei von Schwermetallen) n/100. Abstand 
I7cem. Réntgenstrahlenenergie: 170 R. pro Minute. 
Bestrablungsdauer EMK. Bestrahlungsdauer EMk. 
in Min. in Millivolt in Min. in Millivolt 
0 177 8 149 
2 168 9 135 
3 163 11 130 
4 160 is 120 
5', 152 15 110 
7 146 
Unterbrechung der Bestrahlung. 
17 100 19,5 92 
17 92 20,5 92 
181), 92 
Erneute Bestrahlung. 
21,5 95 24,5 92 
99 100 26 85 
22.5 99 27.5 75 
23.5 95 30 60 





Zusammenfassung. 


1. Es wird eine neue Methode beschrieben, um die Anderungen, 
welche durch Réntgenstrahlung in Reaktionsgemischen bewirkt werden, 


* Keine Korrektion fiir Glasabsorption. 


1 0,200 ¢ Methylenblau 
in l0cem Wasser gelést und zu 


0,200 ¢ 
. verdiinnt 
1600 ° 


Rongalit 


0.2 cem 


25 %ig. HCl, 





iad 
kel 
Hil 
Re 
Re 


str 


wel 
We 
Zu 


Ree 


Yor 





rgie: 


cm 


tand 


ren, 


len, 


LC, 





Durch Roéntgenstrahlen hervorgerufene Chemische Reaktionen. 409 


iuf elektrometrischem Wege quantitativ zu verfolgen. An einem um- 
kehrbaren Redoxsystem wird der EinfluB der Rontgenbestrahlung mit 
Hilfe dieser Methode untersucht. Beim Chinon besteht diese in einer 
Reduktion, welche in erster Annaiherung nach einer monomolekularen 
Reaktion verliuft. Fir praktische Zwecke diirfte cine quantitative 
Strahlungsenergiebewertung auf diese Weise wohl erlaubt sein. 

2. Auch bei nicht umkehrbaren Systemen (Methylenblau-Cystein) 


werden von Réntgenstrahlung die Potentialspriinge in reproduzierbarer 
Weise beeinfluBt, wobei auf eine Reduktion bzw. Oxydation des Systems 


zu schlieBen ist. Dabei treten einige Besonderheiten im Gange der 


Reaktion auf. 
Literatur. 


1) S.C. Lind, The chemical effects of « particles and electrons. New- 


York 1928. 2) H. Fricke, Philosophical Magazine 7, 129, 1929, 
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Uber das Verhalten der Lunge 
beim intermediaren Chlorstoffwechsel. 


Von 
Tanekiyo Maki. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des gerichtlich-medizinischer 
Instituts, Mandschurische Medizinische Hochschule zu Mukden.) 


(Einge gangen am 31. Mai 1933.) 


Bekanntlich spielen die verschiedenen Gewebe bzw. Organe des 
Kérpers beim intermediaren Chlorumsatz eine gewisse Rolle: Wahlgren! 
Padtherg?, Scholz und Hinkel®, Leva4 u.a. haben der Lunge als Chior- 
depot bzw. chlorzuriickhaltendes Organ eine gewisse Bedeutung zu- 
gesprochen. Wie sich aber die Lunge beim intermediaren Chlorstoff- 
wechsel unter verschiedenen kérperlichen Bedingungen verhalt, ist 
kaum bekannt. In der vorliegenden Arbeit habe ich auf Vorschlag 
und unter Leitung von Herrn Prof. A. Nikaido dieses Thema _ be- 
arbeitet. 

Methodisches. 


Die bisherigen Untersuchungen tiber den intermediaren Chlorstoft- 
wechsel bestanden meistens nur darin, daB man den Chlorgehalt der Gewebe 
bzw. des Blutes bestimmt hat; indessen diirfte woh! diese Methode kaum 
ausreichen, um die Frage zu lOsen. wie sich das Chlor des Blutes wahrend 
der Str6mung durch die einzelnen Organe bzw. Gewebe verhalt. Daher 
habe ich, wie Nikaido5 es schon getan hat, den Chlorgehalt des Blutes vom 
rechten Herzen (des der Lunge zuflieBenden Blutes) und vom linken (des 
von der Lunge abflieBenden Blutes) bestimmt und miteinander verglichen. 
um zu beobachten. wie sich der Chlorgehalt des Blutes wahrend det 
Strémung im kleinen Kreislauf (in der Lunge) verandert. Ich habe den 
Versuchstieren die beiden Spritzen durch die Brustwand, ohne Narkose 
und ohne die Brusthéhle zu 6ffnen, bei normalem Atmungszustand je ins 
rechte und linke Herz gebracht und das Blut von den heiden Herzen ge 
trennt, beim Meerschweinchen innerhalb 1 Minute und beim Kaninchen 


1 V. Wahlgren, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 61, 97, 1909. 

2 J. H. Padtherg, ebenda 638, 60, 1910. 

3 B. Scholz u. A. Hinkel, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 112, 334, 1913. 
* J. Leva, Zeitschr. f. klin. Med. 82, 1, 1916. 

5 K. Nikaido, Nisshin-Igaku 21, 699, 1932 (japanisch). 
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yanz gleichzeitig entnommen. Ob die beiden Nadeln das rechte und linke 
Herz getroffen haben, kann man bei der Punktion leicht beurteitlen: Uber 
dies wurde das Resultat durch die Obduktion kontrolliert. Bei der Blut 
entnahme wurden die Tiere in Riickenlage fixiert. wobei besonders zu 
beachten ist. da sie nicht unnétig gereizt werden, vor allem, dali ihre 
Fixierung in jedem Falle méglichst kurz (bis etwa 10 Minuten) dauert. 
Die Versuche sind in der Regel etwa 3 Stunden nach der Nahrungsaufnahme 
angestellt worden. 

Das so entnommene Blut (etwa Ig) wird von der Spritze sofort in 
eine Flasche mit ein wenig destilliertem Wasser getan, hamolysiert und genau 
abgewogen, worauf man den Chlorgehalt fiir das Gesamtblut nach der 
Methode von Austin-van Slyke! bestimmt. Um ihre Genauigkeit zu priifen, 
habe ich an ein und demselben Blute der fiint verschiedenen Kaninchen 
Doppelversuche angestellt, wobei die Differenz durchschnittlich nur 0,1 


betrug (Tabelle ausgelassen). 
Normales Verhalten. 


Hierfiir sind 20 Meerschweinchen und 8S Kaninchen untersucht 
worden. Beim Versuch am Meerschweinchen ist es, im Gegensatz zum 
Versuch am Kaninchen, schwer, das Blut vom rechten und _ linken 


Tabelle I. 


Bei Meerschweinchen. 





Cl-Gehalt (mg-° 9) 





Nr. schlecht reehtes Herz linkes Herz _ ae —~— * 100 Bemerkungen 
(a) (h) 

1 284,7 282.5 2.2 0.8 Erst vom linken Herz 
2 of 307.8 305.1 2.7 0,9 ‘ ‘ 
3 Q 301.5 299 2 93 0.8 Hl # s e 
+ 4 308.2 305.5 he 0,9 F . rechten . 
5 Q 313.6 312.6 1,0 03 ? linke 

6 rou 319.7 308.0 11,7 3,6 ae , ? 
7 , 299.5 297.6 1.9 0.6 . «. rechten . 
8 2 299,0 297.9 1.1 0.4 2 2 
9 Q 300.8 298 6 2.2 0.7 As " 
10 g 395.9 278,2 27.7 9.0 a 

11 Q 315.8 309.6 6,2 2.0 : ‘ " 
12 4 335.5 328.2 7.3 2.2 * . linker 

13 315.0 316.1 ii 0.3 * . - 
14 Q 315.8 312.6 3,2 1, ‘ r 

15 Q 309.6 305,4 4,2 1,3 Sonne > 

16 Q 324.2 325.6 1,4 0.4 * : rechten . 
17 of 290.5 288.6 1.9 0.6 .  . linker 

18 y 313.7 308.7 5.0 1.6 x 2 

19 2 321.1 315.5 5,6 1,7 -  « fechter 

20 Y 324,2 310.4 13.8 4.2 

Mittel: 1.6 


Bemerkung: * bedeutet eine Ausnahme. 


1 J.H. Austin u. D. D. van Slyke, J. of biol. Chem. 41, 345. 1920; 45, 
461, 1920 21. 
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Herzen getrennt und gleichzeitig zu entnehmen: es wurde daher da- 


Blut bald erst vom rechten, dann vom linken Herzen. bald umgekehrt 
innerhalb kurzer Zeit (etwa 1 Minute) entnommen,. damit ein Einflu! 
infolge der ungleichzeitigen Blutentnahme der beiden Blutarte: 
moglichst ausgeschlossen wird. Beim Kaninchen wurde das Blut 


von beiden Herzen gleichzeitig entnommen. 


Tabelle II. 


Bei Kaninchen. 





Cl-Gehalt (mg-° ») 


\ (re- -— —_- ————— - -— ~ 1 
‘T. schlecht rechtes Herz linkes Herz a Bemerkunge 
1~? a 





] 335.6 332.9 27 0.8 ( 

2 2 13.6 312.3 1.3 0.4 

3 7 32.4 329.9 2.5 0.7 r 

4 2 32.5 329,0 3.5 1,0 . 

5 Q a7 311.9 1,8 0.6 ; 

6 , 30.3 323.4 6.9 y A! 

7 y 2.2 336.4 5.8 1.7 . 

8 ig 6.9 314.7 ya 0.7 : 
Mittel : 1.0 


Es ergibt sich, wie Tabelle I und IJ zeigt, daB das Blut vom linken 
Herzen sowohl beim Meerschweinchen (mit zwei Ausnahmen: Nr. 13 
und 16) als auch beim Kaninchen, trotz ziemlich groBer individueller 
Schwankungen, einen niedrigeren Chlorgehalt zeigt als das vom 
rechten Herzen (im Mittel 1,6% bei Meerschweinchen, 1,0°) bei 
Kaninchen). 

Als Kontrolle habe ich die folgenden Versuche angestellt : 

1. Uber den Wassergehalt der beiden Blutarten. Um zu priifen. ob 
die oben genannte Differenz des Chlorgehaltes der beiden Blutarten durc} 
den Unterschied des Wassergehaltes bedingt ist oder nicht. habe ich den 
Wassergehalt der beiden Blutarten bestimmt und miteinander verglichen. 
wobei praktisch keine nennenswerte Differenz konstatiert wurde (im Mitte! 
0.2°.. Tabelle ausgelassen). 

2. Bei Schlangen. Bei der Herzpunktion wird natiirlich die Herzwand 
verletzt, wodurch es theoretisch nicht unmdglich ist. daB der Chlorgehalt 
des Blutes von den beiden Herzen irgendwie etwas beeinfluBt wird. was 
experimentell festgestellt werden mub. 

Bei den Schlangen ist es. im Gegensatz zu den Saugetieren. leicht. 
das Blut von den beiden PulmonalstammgefaBen getrennt und gleichzeitig 
bei normaler Atmung zu entnehmen. Daher habe ich normalen, giftlosen 
Schlangen, Familie Natrix tigrina. die Brusthéhle geéffnet, ohne das Herz 
zu verletzen, unter fast normalem Atmungszustand, sofort von der A. pulmon. 
und der Aorta (statt der V. pulmon.) Blut getrennt und gleichzeitig ent- 


nommen. 
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Tabelle LIT. 


Bei Schlangen 





1-Gehalt (mg- 





Nr tec 1M 
A. pulmon. (a) Aorta (b) ~ 

1 475.3 473.3 2.0 0.4 

2 450.2 428.0 22,2 4,9 

3 356.8 342.7 14.1 39 

4 435.6 416,0 19.6 4.5 

5 374.9 374,2 07 0.2 
Mittel : 2.5 


Auch hier ergibt sich (siehe Tabelle I1T). da das Blut der Aorta 
trotz einer ziemlich groBen individuellen Schwankung. einen niedrigeren 
Gehalt an Chlor (0,2 bis 4.9 "9, im Mittel 2.8 °,,) als das der A. pulmonalis 
zeigt, was mit den Ergebnissen bei den Versuchen mit Saugern vollig 
ibereinstimmt. 

Also ist festgestellt, daB die Lunge normalerweise die Funktion 
besitzt. das Chlor des Blutes zuriickzuhalten bzw. zu verbrauchen 


l hy r de v7 / ywpere hlordmischen Zustand mitolge € hlorzutubhr. 
l. Bei der Injektion physiologischer Kochsalzlosung 


Menge 


den Meerschweinchen intraperitoneal und den 


bestimmte Kochsalz- 


— 


Ss wurde eine physiologischer 


lésung Kaninchen 
intravenés injiziert und nach bestimmter Zeit je vom rechten und 


linken Herzen Blut entnommen. 


Tabelle IV. 


Bei intraperitonealer Injektion physiologischer Na@l-Lo-ung. 


(Meerschweinchen, 5cem pro 100g Korpergewicht. 








Cl-Gehalt nach der Injektion Zeitlicher Ver 
me- ne lauf zwischer 
Nr. - — _ ——— - 1%) r Injek B z 
rechtes Herz kes Herz I 
~ 
‘ I n 
1 382.7 366.5 16.2 4.2 etwa 350 Min Erst 1 
2 310.2 284.7 25.5 8.2 ~ — « ’ . 
3 335.3 398.5 6.8 20 a 
+ 345.2 278.3 66.9 19.4 } 
5 336.5 305.8 39.7 91 30 
6 349.4 313.3 27.1 5.0 « 
7 381,2 350.4 30.8 S.1 , =< 
8 344.9 284.6 60.3 17.5 6 E 
9 345.8 541.8 4) 1.1 — . 
0 371.9 356.3 15.6 4.2 t e 
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Tabelle V. 
Bei intravenéser Injektion physiologischer NaCl-Lésung. 


(Kaninchen, 20 cem pro Kilogramm Koérpergewicht.) 





Cl-Gehalt nach der Injektion Zeitlicher Ver- 
(mg-"/o) a~mb laut zwischen 
Nr _ — ——— -100 der Injektion Bemerkungen 
rechtes Herz linkes Herz , und 
(a) (b) itd Blutentnahme 
1 387.5 375.4 12,1 3,1 etwa 10 Min. Gleichzeitig von den 
beiden Herzen 
2 372.6 372.5 0.1 0 - 2s Dasselbe 
3 367,4 355,3 12,1 3,3 we x - 
4 368,0 331,8 36,2 9,8 — oes ‘ 
5 391,9 368.1 23,8 6,1 4 aes ° 
Mittel : 4,5 


Man findet hier (siehe Tabelle [V und V), daB der Chlorgehalt des 
Blutes im allgemeinen deutlich héher als im normalen Zustande ist 
(vgl. Tabelle IV, V und I, I1) und da®B das Blut vom linken Herzen 
im allgemeinen einen viel niedrigeren Chlorgehalt als das vom 
rechten Herzen zeigt, sogar der Unterschied des Chlorgehaltes der 
beiden Blutarten im allgemeinen viel gréBer als im normalen Zu- 
stande ist (vgl. Tabelle IV, V und I, Il). Danach ist anzunehmen, 
daB die Funktion der Lunge bei der Hyperchlorimie infolge Zu- 
fuhr von physiologischer Kochsalzlésung darin besteht, das Blut- 
chlor noch starker zurickzuhalten bzw. zu verbrauchen als im 
normalen Zustande. 


2. Bei der Injektion hypo- und hypertonischer Kochsalzlésung. 

Hierfiir habe ich 0,2- und 10 %ige Kochsalzlésung verwendet und 
den Kaninchen eine bestimmte Menge intravenés injiziert, wobei keine 
Svmptome auftraten. Nach etwa 10 Minuten wird je vom rechten 
und linken Herzen Blut entnommen. 


Tabelle VI. 
Bei Injektion hypotonischer NaCl-Lésung. 


(0,.2°,, 5cem pro Kilogramm Kérpergewicht.) 





Cl-Gehalt nach der Injektion (mg-®/9) a ms 
Nr. eeenees mn meets . _ ——— —— -100 
rechtes Herz (a) linkes Herz (b) amb a 
1 380,7 364.5 16,2 4,2 
2 369,2 354,7 14.5 3,9 
3 355,2 349,2 6.0 if 
+ 346.5 315,8 30,7 8.9 
5 341,4 315,4 26.0 7,6 
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Tabelle VII. 


Bei InjJektion hypertonischer NaCl-Lésung. 





(10°... l0cem pro WKilogramm Koérpergewicht. ) 
Cl-Gehalt nach der Injektion (mg-® 9) or 
Nr ——_— - 100 
rechtes Herz (a) linkes Herz (>) amt a 

1 376.7 360.5 16,2 4.3 
2 395.4 381,0 14.4 3,6 
3 397,2 394.3 2.9 0,7 
490,7 429.4 61.3 12,5 
5 480,9 457.3 23,6 4.9 
6 494,2 427.4 66,5 13.5 
7 476.6 471.6 5.0 1.0 
Mittel: 5,8 


Es ergibt sich (siehe Tabelle VI und VII) hier auch iibereinstimmend 
mit den vorigen Versuchen, daB nach der Injektion im allgemeinen 
eine deutliche Hyperchloramie auftritt (vgl. Tabelle VI, VII und If), 
und daB das Blut des linken Herzens im allgemeinen viel weniger Chlor 
als das des rechten Herzens enthielt, sogar der Unterschied des Chlor- 
gehaltes im allgemeinen viel gréBer als im normalen Zustande ist (vgl. 
Tabelle VI, VII und IT), wonach anzunehmen ist. daB die Lunge hierbei 
auch eine das Blutchlor zuriickhaltende bzw. verbrauchende Funktion 
noch starker als im normalen Zustande auBert. 

Bei diesen drei Versuchen mit den Injektionen physiologischer, hypo 
und hypertonischer Kochsalzlésung wurde auch der Wassergehalt det 
beiden Blutarten bestimmt und miteinander verglichen, wobei aber keine 
deutliche Differenz konstatiert wurde (Tabelle ausgelassen). 

Nach obigem ist es klar, daB die Lunge bei der Hyperchloramie 
infolge iibermaBiger Chlorzufuhr das Blutchlor noch starker als im 
normalen Zustande zuriickhalt bzw. verbraucht. 

Biologisch kommt wohl vor allem in Betracht, daB die Lunge 
insofern eine regulierende Rolle beim intermediéren Chlorumsatz 
spielt, als sie das ins Blut tibermaBig eingefiihrte Chlor zurickhalt 
bzw. verbraucht, damit die osmotischen Beziehungen im Kéorper 
moéglichst schnell ausgeglichen werden kénnen. 


Uber den EinfluB der Nahrungsautnahme, (Mit Einschlup von eaperimentell 
erzeugtem Hunger.) 

Die oben erwahnten Versuche wurden an Tieren im Zustande 
lebhafter Verdauung, namlich etwa 3 Stunden nach der Nahrungs- 
aufnahme, angestellt. Nunmehr soll gepriift werden, wie die Nahrungs- 
aufnahme auf die chlorzuriickhaltende Funktion der Lunge einwirkt. 
} 


ms 


Hungerversuche wurden an Kaninchen angestellt, sie dauerten 1 
6 Tage; fast parallel mit dieser Zeitdauer hat das Kérpergewicht der Tiere 
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abgenommen (etwa 17 bis 28 vom Anfangsgewicht). Sie sind verhaltnis- 
mabig schnell zugrunde gegangen, d.h. am schnellsten am fiinften Tag 
und am langsamsten am siebenten Tag; Je rascher das Korpergewicht ab- 
yenommen hat, desto schneller ist das Tier gestorben. 

In bezug auf den Chlorspiegei des Blutes beider Herzen ist es sehr 
bemerkenswert (siehe Tabelle VIII), daB er schon am ersten Fasttag, 
d.i. beim niichternen Zustande, ein umgekehrtes Verhaltnis wie normal 
zeigt, nimlich daB das Blut vom linken Herzen mehr Chlor enthalt 
als das vom rechten, was wohl bedeutet. daB die Lunge im niichternen 
Zustande das Chlor dem Blute abgibt bzw. das Blut damit versorgt, 
waihrend sie bei lebhafter Verdauung das Blutehlor zuriickhalt bzw. 
verbraucht. 

Tabelle VIII. 


Beim niichternen und hungernden Zustande. 





Oy RN ccc. O~> iy) —_—Zeitdauer 
rechtes Herz (a) linkes Herz (b) aw hb ( des Fastens 
1 373.7 374,3 — 06 0,2 1 Tag 
2 346.1 355,1 — 90 26 eS 
3 359.5 365.5 — 60 Be = 
4 349.0 390.9 — 41.9 12,0 2 Tage 
5 363.4 364.9 — 15 0.4 2 
6 331,6 332,1 — 0,5 0.15 2 
7 346.5 365,3 — 188 54 2 
8 325.6 354.6 — 29.0 8.9 me: 
9 389.8 414.2 — 24,4 6.2 4 
10 351,4 379,3 — 27.9 7,9 + 
11 362.0 388.4 — 26.4 7.3 4 
12 362.3 386,2 — 23.9 6.6 4 
13 357.8 385.8 — 28.0 7.8 = 5; 
14 331,0 329.3 1.7 0.5 ae. 
15 331,9 330.8 1,1 0,3 6 
16 326.0 324.7 13 0,4 6 
Bemerkung: — bedeutet das Verhalten im Gegensatz zu normal. 


Mit fortschreitendem Hunger wird der Unterschied des Chlor- 
gehaltes der beiden Blutarten noch deutlicher (siehe Tabelle VIIJ), 
und zwar in derselben Richtung wie beim ersten Fasttag. Im letzten 
Stadium des Hungers (6. Tag) wird das Verhaltnis des Chlorspiegels 
des Blutes von beiden Herzen wieder normal, d. i. das Blut vom linken 
Herzen enthalt etwas weniger Chlor als das vom rechten, aber die 
Differenz dazwischen ist kaum bemerkbar (vgl. Tabelle VIII und If). 

Hierbei wurde auch der Wassergehalt der beiden Blutarten beobachtet, 
aber kein bedeutender Unterschied gefunden (Tabelle ausgelassen). 

Nach diesen Ergebnissen mu8 angenommen werden, daB die Lunge 
beim niichternen und hungernden Zustande das Chlor an das Blut 
abgibt bzw. das Blut damit versorgt, daB sie aber im letzten Stadium 
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des Hungers nicht nur authort, das Chlor dem Blute abzugeben, sondern 
auch wieder eine das Blutchlor zuriickhaltende Funktion bekommt, 
aber im fast kaum bemerkbaren Grade 


Uber den hydrdmischen Zustand infolge Zufuhr von hypertonisches 
Traubenzuckerlosung. 

Ich habe den Kaninchen eine bestimmte Menge hypertonischer Trauben 
zuckerlésung (10 und 25°,,) intravenés injiziert. wobei keine Symptom 
sich zeigten,. das Blut nach etwa 5 Minuten je vom rechten und linken 
Herzen genommen und darin den Chior- und Wassergehalt bestimmt : 
vor der Injektion wurde das Blut der Ohrvene des Versuchstieres ent 
nommen und darin der Chlor- und Wassergehalt bestimmt (Normalwert 
um den Grad der erzeugten Hydramie bzw. relativen) Hypochlorami 
richtig beurteilen zu kénnen. 


Tabelle IX 


Wassergehalt bei Zuckerinjektion. 





Wassergehalt (° 9) 
Zunahme des 


*h der ektion ~w | ssergehaltes 
Nr. vor nach der Injektior ~— . 100 W —— alt 
der Injektion rechtes Herz linkes Herz Injektion 
(venoses Blut) , ' ~~! 
(a) (b) 


1. 10°, ige Lésung, 30cem pro kg Korpergewicht. 








1 81,6 85.4 85.1 0.3 03 4.5 
2 89,2 84.9 85.2 0.3 0.3 5.5 
3 81,1 86.3 86.2 0.1 0,1 6.0 
2. 25° ige Losung, 20cem pro kg Korpergewicht. 
4 82.7 84,2 84,5 0,3 0,3 1.8 
5 80,8 83,3 83.5 0,2 0,2 3,0 
6 81,2 84,9 84,8 0,1 0,1 4.3 
Tabelle X. 
Chlorgehalt bei Zuckerinjektion. 

Chlorgehalt (mg-° ») Abnahme Zeitlicher Ver- 

Seen emt (iene — neice des lanf pe sche 

Nr. Yor der nach der Injektion 1~ "© | 1,99 Blatehlors a Inic sion 
ST. Injektion - este ‘ ! nach det und. 

(vendses rechtes Herz linkes Herz 2 ag Injektion Rintabnabune 


Blut) (a) (A) ‘ { ) 


1. 10% ige Losung, 30cem pro kg Korpergewicht. 
1 332.7 311.9 313,1 — 1.2 0.4 6.3 etwa 10 Min 
2 349.1 332.5 335.5 — 3.0 0.9 4.5 ~ ae 
3 320.5 303.5 308.3 — 4,8 1.6 53 10 

2. 25° ige Loésung, 20cem pro kg Korpergewicht. 
4 3604 286.5 294,3 —i78 27 20.55  etwa 10 Min 
5 351.4 315.9 Si7,7 1.5 0.6 10,1 . 10 
6 322.0 320.7 321,2 — 0,5 0.1 0.4 «. £0 ~ 
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Man findet (Tabelle IX und X), daB in beiden Fallen eine deutliche 
Hydramie bzw. relative Hypochloramie erzeugt worden ist und dab 
das Blut vom linken Herzen im allgemeinen mehr Chlor als das vom 
rechten enthalt, was wohl darauf hinweist, daB die Lunge beim hydrami- 
schen bzw. relativen hypochloramischen Zustande die Funktion besitzt, 
das Chlor dem Blute abzugeben bzw. das Blut damit zu versorgen. 
Hierbei findet man auch keinen bedeutenden Unterschied des Wasser- 
gehaltes zwischen den beiden Blutarten (siehe Tabelle IX). 

Bekanntlich str6mt das Chlor beim hydramischen Zustande in der 
2egel von den Geweben ins Blut hinein, damit das osmotische Druck- 
gefalle zwischen dem Blut und den Geweben ausgeglichen werden kann: 
so dirfte es wohl eine biologisch richtige Annahme sein, daB die Lunge 
dabei als ein chlorversorgendes Organ eine bedeutende Rolle spielt. 


Uber den Zustand bei experimentell erzeugten abnormen Kérpertemperaturen 

Nicht nur bei Pneumonie, sondern auch in verschiedenen Fieber- 
zustanden verandert sich, wie bekannt, der Chlorhaushalt. es kommt 
zu Chlorretention und zu Hyperchloramie. Infolge einer Kalteeinwirkung 
auf die Koérperoberfliche verandert sich auch die Blutbeschaffenheit 
zu Anhydramie bzw. zu Hyperchloramie!. 

In Hinsicht darauf, daB die Lunge, wie schon erwahnt, beim 
intermediaren Chlorumsatz eine bedeutende Rolle spielt, erscheint es 
mir als eine Frage von groBer Bedeutung, wie sie sich beim Zustande 
abnormer Korpertemperaturen zum intermedidaren Chlorumsatz ver- 
halt: deshalb habe ich die folgenden Untersuchungen ausgefiihrt. 


1]. Bei héherer Korpertemperatur. 

Zwecks experimenteller Fiebererzeugung habe ich Kaninchen eine 
bestimmte Menge Milch, Vaccin und nucleinsaures Natrium = subcutan 
injiziert und nach einer bestimmten Zeit, als ihre Korpertemperatur ge- 
stiegen war (etwa 1,5 bis 2,0°C), vom rechten und linken Herzen Blut 
entnommen. 

Es ergibt sich (siehe Tabelle XI), daB das Blut vom linken Herzen 
im allgemeinen mehr Chlor als das vom rechten enthalt, was bedeutet, 
daB die Lunge beim Zustande einer héheren Koérpertemperatur die 
Funktion hat, im Gegensatz zum normalen Verhalten, das Chlor dem 
Blute abzugeben bzw. das Blut damit zu versorgen. 

Es ist biologisch merkwiirdig, daB die Lunge beim Zustande héherer 
Kérpertemperatur anstatt Chlor zu retinieren, Chlor dem Blute abgibt 
baw. das Blut damit versorgt. 


' H.G, Barbour u.a.. Amer. J. of Physiol. 73. 315, 321, 665, 1925; 
F. T. Rogers u. R. W. Lackey, ebenda 86, 36, 1928; T. Kubo, Hokkaido- 


7 


Igaku-Zasshi 5, 51, 1927 (japanisch). 
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Tabelle XI. 


Im Zustande hoherer Korpertemperatur. 





Korpertemperatur Cl-Gehalt (mg- 


(PC) 
ioe 
Nr iti na rechtes linkes ta - 100 Bemerkunget 
or der iach der Herz Her ; s 
Injektion Injektion a reg —— 
(a) (bh) 
1) 385 40,2 3239 3276 — 3,7 11 1,58 Gonococcen-Vac 
(nach 3std. Blutentnahme 
2 38.0 39,7 3426 343.1 05 01 1.5. Gonvevecen-Vaceir 
(nach 3 std. Blutentnahme 
3 37.8 39.4 373.2 388.2 — 15.0 4. 2.0 ¢ Gonococeen-Vaccin 
(nach 3Std. Blutentnahn 
4 384 396 33438 3409 — 66 2.0 scem Mileh (nach 1 bis 
2 Std.) 
5 38.3 399 329.2 336.2 7.0 2.0 4cem Milch (nach 1 bis 
2» std.) 
6 384 401 3142 3143 — 01 0 4ccm Mileh (nach 1 bis 
2 Std.) 
7 38,0 39,9 3386 3433 4,7 14 5cem Mileh (nach 1 bis 
2 Std.) 
Ss 38.3 39.7 $11.9 | 312.1|— 02 0.1 »ecm Milch (nach 1 bis 
2 Std.) 
y 38.3 39.7 338.1 339.2 - 1.1 03 3ecm 10° gig. nucleinsaures 
Natron (nach 1'), Std.) 
10 38.0 40.0 332.7 346.0 -~ 13,3 4.0 scem lo ig. nucleinsaures 
Natron (nach 1!/, Std 
11 37,9 392 3455 3463 — 08 0.2 Seem 10 %/oig. nucleinsaures 
Natron (nach 1! Std)! 
Bemerkung: — bedeutet das Verhalten im Gegensatz zu normal. 


» > 


2. Bei niedrigerer Koérpertemperatur. 

Als Methode der Kalteeinwirkung auf die Korperobertlache ware es 
ideal, das Tier der kalten freien Luft auszusetzen; da ich aber die Versuche 
im Mai ausgefiihrt habe. sind sie notgedrungen an Kaninchen wie folgt 
angestellt worden: man hielt das Tier in einer Eiskammer mit einem Loch 
fiir Ventilation (im Innern etwa 12°C) solange, bis die Korpertemperatur 
etwas gesunken war (0,5 bis 2.6°C):; dann wurde die Funktion der Lunge 
wie bei den anderen Versuchen gepriift. 


Tabelle XII. 


Im Zustande niedrigerer Kérpertemperatur. 





Korpertemperater Cl-Gehalt (mg-9/9) 


Nr = : ‘ Pawo 100 Zeitdauer 
werenel nach dem rechtes Herz  linkes Herz 7s des Erkaltens 
Erkalten (a) (hb) 

1 38,2 36.6 307,8 314,7 - 69 2.2 1 Std 
2 38,6 37,0 316,8 325,9 — 91 2.9 1 

$i 37,9 37,1 324,9 331.4 — 65 2.0 1 

4 382 366 317.3 318.7 i404 1, 5 
5 | 38,1 37,0 298.6 306.0 — 74 2.5 14/, 

6 37,7 37,2 318.7 324,2 5.5 By 2 

7 || 382 36.9 310.5 328,2 17.7 5,7 2}/, 

8 38,4 35,8 398.5 321,5 13,0 4,2 3 ‘ 


Bemerkung: bedeutet das Verhalten im Gegensatz zu normal. 
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Wie Tabelle XII zeigt, ist in jedem Falle der Chlorgehalt des 
Blutes vom linken Herzen deutlich héher als der des rechten, was mit 
den Ergebnissen der vorigen Versuche. d.h. bei Koérpertemperatur- 
steigerung, iibereinstimmt: doch ist die Differenz des Chlorgehaltes 
der beiden Blutarten im allgemeinen noch deutlicher als bei den vorigen 
Versuchen. Diese Ergebnisse weisen wohl darauf hin, da die Lunge 
auch beim Zustande der Kérpertemperaturerniedrigung, welche durch 
das Erkalten der Kérperoberfliche mittels kalter Luft erzeugt worden 
ist, das Chlor dem Blute abgibt. 

sei den beiden Fallen, sowohl beim Zustand einer Korpertemperatur- 
erhoéhung, wie auch einer -erniedrigung, habe ich auch den Wassergeha!t 
der beiden Blutarten bestimmt und miteinander verglichen, aber praktisch 
keinen nennenswerten Unterschied gefunden (Tabelle ausgelassen). 

Zusammenfassend ist zu sagen, daB die Lunge beim Zustande 
sowohl einer héheren als auch einer niedrigeren Koérpertemperatur, 
welche experimentell erzeugt ist, das Chlor an das Blut abgibt. 


Zusammenfassung. 

1. Die Lunge besitzt normal die Funktion, Chlor des Blutes zuriick- 
zuhalten bzw. zu verbrauchen. 

2. Die Lunge halt beim hyperchloriémischen Zustande infolge 
Chlorzufuhr das Chlor des Blutes noch starker als normal zuriick bzw. 
verbraucht es. 

3. Die Lunge hat beim niichternen bzw. hungernden Zustand die Funk- 
tion, das Chlor dem Blute abzugeben bzw. das Blut damit zu versorgen. 
Im letzten Stadium des Hungerns wird das Verhaltnis wieder normal. 

4. Die Lunge hat beim hydraimischen bzw. relativen hypochlor- 
aimischen Zustande infolge Injektion einer hypertonischen Trauben- 
zuckerlésung die Funktion, das Chlor dem Blute abzugeben bzw. das 
Blut damit zu versorgen. 

5. Beim Zustande, sowohl einer Kérpertemperatursteigerung als 
auch einer -erniedrigung, welcher experimentell erzeugt ist, hat die 
Lunge die Funktion, das Chlor dem Blute abzugeben bzw. das Blut 
damit zu versorgen. 

6. Aus oben Gesagtem sind als beeinflussende Faktoren der Chlor- 
stoffwechselfunktion der Lunge zunachst die folgenden anzusehen: 
a) Nahrungsaufnahme, b) Chlorzufuhr, c) Zunahme des Wassergehaltes 
bzw. Abnahme des Chlorgehaltes des Blutes, d) Schwankung der K6érper- 
temperatur. 

7. Zusammenfassend ist zu schlieBen, daB die Lunge beim inter- 
mediiren Chlorstoffwechsel in dem Sinne eine wichtige Rolle spielt, 
daB sie sich bei den verschiedenen kérperlichen Bedingungen funktionell 
verschieden verhalten kann, indem sie sich dem Chlorbedarf anpaBt. 
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Die lyotrope Reihe bei der Quellung und ihre Ausbreitung auf 
organische, auch nicht ionisierende Substanzen’. 


XI. Mitteilung: 


EinfluB von Substanzen mit zwei oder mehr hydrophilen Gruppen auf 
die Quellung yon Kollagen. 


Von 
J. R. Katz und A. Weidinger. 


(Eingegangen am 31, Mai 1935.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


1. Aliphatische Substanzen mit zwei oder mehr Carboxylgruppen. 

Verglichen wurden die folgenden Sauren mit zwei Carboxylgruppen 
(Abb. 1): Oxalsiure (2 C-Atome), Bernsteinsiure (4), Adipinsiure 
(6C), Sebacinséaure (10 C). Uberdies wurde die Tricarballvlsiure mit 
drei Carboxylgruppen und 6 C-Atomen untersucht. 


Alle Sauren wurden als Natriumsalze untersucht; auf pu (6.7 bis 6,8) 
wurde genau geachtet. Als Vergleich sind jedesmal die nachstliegenden 
Sauren mit nur einer Carboxylgruppe, gleichfalls als Na-Salz, angegeben 
(Abb. la). Wie man sieht, schwécht tiberall die Einfiihrung einer zweiten 
Carboxylgruppe die schrumpfungsférdernde Wirkung?, wobei wir im 
allgemeinen den wiederaufsteigenden Ast der Kurve als maBgebend 
betrachtet haben: den anfanglichen Abfall der Kurve schreiben wir 
dann der in der IV. Abhandlung besprochenen bei Kollagen hiutig 


1X. Abhandlung dieser Reihe, diese Zeitschr. 263, 323, 1933. 

* Auffallig ist die abweichende, mehrfach bestatigte Lage der Kurve 
fiir Oxalat in bezug auf die Kurven der anderen Diséuren; sie erinnert an 
die abweichende Lage des Malonats bei Starke, diese Zeitschr. 262, 358, 1933. 
und des Citrats bei Kollagen (siehe Abschn. 2 dieses Aufsatzes). 
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auftretenden sekundairen Komplikation zu!. Die Na-Salze der 
Sauren mit kleiner Anzahl Kohlenstoffatome sind dadurch ausgesprochen 
quellungshemmende Substanzen geworden. Noch starker wird die 


Wirkung geschwacht bei Einfiihrung einer dritten Carboxylgruppe. 
Alle diese Schliisse bleiben richtig, wenn man die Konzentrationen in 
aquivalenten Mengen statt in Molen angibt; die Kurven der quellungs- 
fordernden Substanzen mit mehreren hydrophilen Gruppen liegen 
dann héher, die der quellungshemmenden niedriger als bei molaren 
Konzentrationen. 


2. Aliphatische Substanzen mit zwei und mehr Alkoholgruppen 

und Oxysiuren, 

Untersucht wurden (Abb. Ib): Glykol-Athylalkohol : Trimethylen- 
glvkol und Glycerin-Propylalkohol. 

Uberdies wurde Na-Acetat mit dem Natriumsalz der Oxysiure 
(Glykolsiure) verglichen, ebenso Tartrat mit Succinat und Citrat mit 
Tricarballylat (Abb. le). 

In allen diesen Fallen ergibt sich, daB die schrum pfungsfordernde 
Wirkung geschwacht, die schrumpfungshemmende durch Einfihrung einer 
zweiten hydrophilen Gruppe verstirkt wird: und zwar liegen die Kurven 
um so hdher, je mehr hydrophile Gruppen im Molekiil enthalten sind. 
Nur zwei Ausnahmen sind zu erwahnen: ahnlich wie bei der Starke? 
liegt die Kurve des Citrats unterhalb derjenigen des Tricarballylats, 
und hier liegt Trimethylenglykol héher als Glycerin. 

Unter diesen Umstanden wird verstandlich, warum Tartrat und 
Citrat, ganz unten in der lyotropen Reihe als stark quellungs- 
hemmende Substanzen -—— stehen. Sie enthalten viele hydrophile 
Gruppen (je zwei bzw. drei Carboxylgruppen und zwei bzw. eine Hydro- 
xvigruppe). 


3. Warum schwiicht eine zweite hydrophile Gruppe die quellungsfirdernde 
Wirkung aliphatischer Substanzen? 

Die Erklarung dieser Wirkungen auf die Schrumpfung des Kollagens 
wird ahnlich sein wie diejenige der analogen Erscheinungen bei der 
Quellung der Starke. Je mehr hydrophile Gruppen die Substanz enthalt, 
um so gréBer wird ihre Hydratationsenergie sein und um so schwécher 
wird sie daher an das Kollagen adsorbiert werden: denn um so gréBer 
wird die Energiemenge sein, welche erforderlich ist, um ein Mol der 


' TV. Abhandlung, ebenda 259, 191, 1933, besonders 8.194, FuBnote 1; 
méglicherweise ist dieselbe der Ausdruck einer Ladungsquellung durch die 
adsorbierten Jonen. 

Siehe IX. Abhandlung, diese Zeitschr. 262, 355, 1933, besonders S. 361. 
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gelésten Substanz aus dem Innern der Flissigkeit an die Oberflach: 
der Kollagenmicelle zu bringen. Demgegeniiber ist anzunehmen, da} 
die Substanz um so mehr Wasser pro adsorbiertes Mol mitbringen wird, 
je mehr hydrophile Gruppen das Molekiil enthalt. Diese beiden 
Wirkungen werden sich durchkreuzen. Unsere oben beschriebenen 
Versuche lehren, daB die erstgenannte dieser beiden Wirkungen jeden- 
falls die stairkere ist; denn sie scheint die Erscheinungen zu beherrschen 


4. Aromatische Substanzen mit zwei oder mehr gleichen Siuregruppen. 


Verglichen wurden: Benzoat mit Phthalat (1, 2), Isophthalat (1, 3) 
und Terephthalat (1,4) (Abb. 2a), Benzolsulfonat mit 1, 3-Benzol- 
disulfonat und mit 1, 3, 5-Benzoltrisulfonat (Abb. 2b). 

Es zeigte sich auch hier, daB in molaren Konzentrationen die 
schrumpfungsférdernde Wirkung um so mehr geschwacht wird, je 
mehr Sauregruppen da sind: in aquivalenten Konzentrationen ist diese 
Schwachung noch starker. 

Die Reihenfolge der schrumpfungsf6rdernden Wirkung ist p > m > 0; 
die Paraverbindung wirkt also am starksten. 


5. Aromatische Substanzen mit zwei verschiedenen Siuregruppen 
(Sulfobenzoate). 


Die drei Sulfobenzoate (0, m, p) wurden verglichen mit Benzoat 
und mit Benzolsulfonat (Abb. 2c). Es tritt bei Anwesenheit einer 
zweiten Siuregruppe auch hier eine starke Abnahme der schrumpfungs- 
fordernden Wirkung auf. 

Die Reihenfolge der schrumpfungsf6rdernden Wirkung ist p > m > o: 
die Paraverbindung wirkt also am starksten. 

Bei den aromatischen Substanzen mit zwei verschiedenen hydro- 
philen Gruppen ist es schon zweifelhafter, ob man den abfallenden oder 
den ~wiederaufsteigenden Ast der Kurve als mabgebend betrachten mul. 
Halten wir uns vorlaufig auch hier an dem Standpunkt, letztgenannten als 
solchen zu betrachten. Eine folgende Abhandlung der Reihe wird ausfiihrlich 
die Bedeutung des anfanglichen abfallenden Astes bei Kollagen untersuchen ; 
wir kommen dann auf diese Frage zuriick. Bemerken wir hier nur, das ein 
solcher anfanglicher Ast der Kurven bei der Wirkung auf Starke fehit. 

Es wird zu untersuchen sein, ob nicht eine spezifische Anziehung 
zwischen diesen aromatischen Séuregruppen und den alkalischen Gruppen 
des Proteins mit im Spiele ist, welche den abfallenden Ast so besonders 
lang macht. 


6. Aromatische Substanzen mit zwei phenolischen Hydroxylgruppen. 
Wir konnten vergleichen: Pyrocatechin (1,2), Resorein (1,3) und 
Hydrochinon (1, 4), alle mit zwei Hydroxylgruppen: Pyrogallol (1, 2, 3) 
und Phloroglucin (1, 3, 5), beide mit drei Hydroxylgruppen; mit Phenol, 
welches bloB eine Hydroxylgruppe enthalt (Abb. 3a). Phloroglucin 
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und Hydrochinon konnten wir leider nur bis zur nicht sehr groBen 





Loslichkeitsgrenze ( Kreuz aihnlicher Form wie in der Abb. 3a) unter- du 
suchen; gerade der Verlauf bei gréBeren Konzentrationen ware fiir 
die Vergleichung wichtig gewesen. Denn jetzt ist es schwer zu verstehen, de 
was es bedeutet, daB die Kurve fiir Phloroglucin nach oben lauft; wir 
vermuten, daB sie bei gréBeren Konzentrationen ein Maximum be- du 
kommen und sich nach unten gewandt hatte!. ha 

Auffallig ist, dap Einfiihrung einer zweiten phenolischen Hydroxyl a 
gruppe die schrumpfungsférdernde Wirkung des Phenols erheblich schweicht, E. 
ganz anders als bei der Einwirkung auf Starke?, wo sie auffalligerweise an 
nicht oder kaum schwicht. 

Die Reihenfolge der schrumpfungsf6rdernden Wirkung ist — hier 
o > p> m; die Wirkung ist daher bei der Orthoverbindung am stirksten. 

Ve 
7. Aromatische Substanzen mit einer phenolischen Hydroxylzruppe 
und einer Siuregruppe. 

Wir konnten die drei Oxybenzoate (0, m, p) und das p-Oxybenzol- ob 
sulfonat untersuchen und mit Phenol und Benzoat bzw. Benzolsulfonat A. 
vergleichen (Abb. 3b). Hier erschwert die Unsicherheit in der Be- be: 
wertung des absteigenden und des aufsteigenden Astes der Kurve das - 

Oo 


Urteil iiber das Endergebnis der Versuche. Sicher kann man wohl 
schlieBen, daB bei den absteigenden Kurventeilen die Kurven niedriger 
liegen als bei Phenol und als bei einer Sauregruppe; bei dem auf- 
steigenden Kurventeil liegen die Verhaltnisse ahnlich. Die Regel, daB 
Einfiihrung einer zweiten hydrophilen Gruppe die schrumpfungs- 
fordernde Wirkung schwacht, scheint hier nicht zu gelten. Wahrschein- 
lich liegt hier eine sekundéire Komplikation vor (Bildung einer chemischen 
Verbindung mit dem Kollagen oder Adsorption mit den hydrophilen 
Gruppen zum Kollagenmicell gewandt), welche wir niher untersuchen 
werden, sobald wir die Bedeutung des absteigenden Kurventeils® 
analysiert haben werden. 

Bei den Oxybenzoaten kann man die Reihenfolge der schrumpfungs- 
férdernden Wirkung vielleicht am besten als 0 > m > p bezeichnen. 


S. Vergleich mit den Ergebnissen bei Starke. 


Im allgemeinen wird in beiden Fallen die Intensitdt der Wirkung 
durch Einfiihrung einer zweiten hydrophilen Gruppe geschwicht. 


' Bei gréBeren Konzentrationen weisen sowohl Resorcin wie Pyrogallo! 
einen schwach aufsteigenden Ast auf. 

2 Siehe X. Abhandlung dieser Reihe, diese Zeitschr. 268, 323, 1933, 
besonders Abb. 1d. 
3 In einer folgenden Abhandlung der Reihe. 
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Aber in beiden Fallen sind Ausnahmen von dieser Regel da; und 

diese Ausnahmen sind verschiedene. Die Aufklarung dieses Unterschiedes 

wir kommen darauf zuriick wird zu einem tieferen Verstandnis 
des Mechanismus der Erscheinungen fiihren. 

Die in dieser Abhandlung beschriebenen Versuche wurden zweimal 
durchgefiihrt; einmal mit dem gleichen Muster Kollagen, wie die in Ab- 
handlung IV und V dieser Reihe beschriebenen Versuche!; einmal mit 
neuem, dhnlich hergestelltem Kollagen*. Das neue Kollagen hatte eine 
etwas héhere Schrumpfungstemperatur wie das alte, 72,5° statt 69°. Die 
Ergebnisse waren die gleichen*; nur waren die Kurven — wegen Mangel 
an guten Stiicken Kollagen — beim alten Material weniger regelmaBig. 
Um Raum zu sparen, ver6ffentlichen wir hier bloB die Kurven, welche wit 


aus neuem Kollagen erhalten haben. 


Herrn A. Krémer moéchten wir fiir seine Hilfe bei der Ausfiihrung der 
Versuche bestens danken. 


1 IV. Abhandlung, diese Zeitschr. 259, 191, 1933; V. Abhandlung, 
ebenda 259, 223, 1933. 


* Das neue Kollagen war ebenso wie das alte von Herrn Dr. 
A. Kiintzel (Darmstadt) bezogen worden (siehe diese Zeitschr. 269, 193, 1933, 


besonders Fu®note 2. 


3 Die Versuchsergebnisse mit dem zuerst genannten Kollagen sind im 
Collegium 1933, S. 290 kurz beschrieben worden. 














Die Dissoziationskonstanten der Gallensauren. 


Von 


Bertil A. Josephson. 


(Aus der physiologisch-chemischen Abteilung des Karolinischen Institutes, 
Stockholm.) 


(Eingegangen am 1. Juni 1933.) 


1. Einleitung. Erérterung der Resultate. 

Trotz der sehr zahlreichen Untersuchungen, die man iiber die 
Gallensiuren gemacht hat, gibt es doch viele physiologisch und chemisch 
sehr wichtige Tatsachen, die nicht geniigend beachtet worden sind. 
Kine hiervon, die von sehr groBer Bedeutung ist, ist daB die gepaarten 
Gallensiuren aus zwei so verschiedenen Molekiilarten wie Cholsiure 
bzw. Desoxycholsiure und einer Aminosiure (Glykokoll oder Taurin) 
zusammengekoppelt sind. 

Die Frage, zu deren Klérung ich es versucht habe, einen Beitrag 
zu liefern, ist nun folgende: Inwieweit werden die Eigenschaften des 
Cholsiure- bzw. Desoxycholsiuremolekiils durch das Koppeln mit 
Glykokoll oder Taurin beeinfluBt. 

Was das Carboxylradikal in der Cholalsiurekomponente betrifft, 
so ist durch die Synthese der Taurochol- und Glykocholsaure [Bondi 
und Miiller (4)] erwiesen worden, daB dieses Radikal wenigstens in 
diesen Sauren nicht frei ist. sondern durch eine Peptidbindung mit der 
Aminogruppe im Taurin oder Glykokoll vereinigt ist. Zwar gelang es 
Wieland (25) nicht, nach der Methode von Bondi und Miiller Tauro- 
desoxycholsiure und Glykodesoxycholsiure aus Desoxycholsdure dar- 
zustellen; wenigstens waren seine Produkte mit den nativen Sauren 
nicht identisch. Vicles scheint jedoch dafiir zu sprechen, daB auch in 
diesen Siuren die Carboxylgruppe der Desoxycholséure nicht frei ist. 
Dagegen ist zweifellos in diesen Saéuren die gegen chemische Eingriffe 
so resistente Sulfonsiuregruppe des Taurins gleich der Carboxylgruppe 
des Glykokolls frei. 

Fiir die Kenntnis der resultierenden Wasserstoffionenkonzentration 
im Darmkanal diirfte die Pufferungskapazitit der Galle ein nicht 
geringes Interesse haben. 
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Bei saurer Reaktion, wie sie nach Schultz-Brauns (22) sogar in det 
Blasengalle vorhanden sein kann und auch durch Bakterienwirkung im 
Darmkanal hervorgerufen werden kann [Hallion und Gayet (6)], sind die 
in der Galle als Alkalisalze vorkommenden Gallensiuren ohne Zweifel 
imstande, die Wasserstoffionenkonzentration zu regulieren, was bisher 
nicht hinreichend beachtet worden ist. 

Uber das Pufferungsvermégen der Galle liegen Untersuchungen von 
Neilson und Meyer (20) vor. Diese Autoren haben sich indessen damit 
begniigt, die Wasserstoffionenkonzentration sowohl in frischer Calle, als 
auch in Galle nach Abdunsten von CO, zu bestimmen. Auch haben sie die 
Titrationsalkalinitat bzw. -aziditat in der Galle zahlreicher Tierarten ge- 
messen. Besonders die Titrationsaziditat wurde von ihnen in den meisten 
Fallen bemerkenswert hoch befunden, was ja darauf hindeutet, dai die Galle 
stark nach der sauren Seite hin gepuffert ist. Einige wenige Versuche in 
derselben Richtung und mit demselben Resultat sind von Oftenberq und 
Kahn (21), von Jones (13) und von Karatygin und Hefter (15) ausgefiihrt 
worden. Genannte Verfasser haben der Pufferung bei saurer Reaktion, wo 
die regulierende Wirkung der Gallensauren einsetzt, jedoch kaum Beachtung 
geschenkt. 

Es schien mir auch darum von Interesse, die Dissoziationsverhalt- 
nisse und damit auch die Pufferungsfahigkeit der Gallensiuren niher 
zu studieren. 

Taurocholsiure und Taurodesoxycholsiure haben sich als sebr 
starke Sauren ohne Pufferungsvermégen erwiesen, aber auch die iibrigen 
Gallensiuren waren, wenn man die GréBe des Molekiils in Betracht 
zieht, ziemlich stark, Glykocholsiure und Glykodesoxycholsiure sogar 
stirker als Essigsiure. Deren Aziditaét war jedoch nicht gréBer als 
daB sie das Vermégen besitzen, ihre Lésungen auf der sauren Seite 
betrachtlich zu puffern. Cholsiure und Desoxycholsaéure waren schwach. 

Die Dissoziationskonstante der Taurodesoxycholsiure war fast so 
groB wie diejenige der Taurocholsiure. Dieses Verhalten zeigt, dab 
auch in der ersteren Saure die Sulfonsiuregruppe sicherlich frei ist, 
und daB das Taurin wahrscheinlich iiber seme Aminogruppe auch an 
Desoxycholsaiure gebunden ist. Auch die Aziditat der Glykodesoxychol- 
siure stimmte in ihrer GréBenordnung mit derjenigen der Glykochol- 
siure tberein, ja, sie war sogar saurer als Glykocholsiure. Es ist deshalb 
anzunehmen, daB sie gleich der letzteren durch ihre Aminogruppe 
gebunden ist, und daB das Carboxylradikal frei ist. Sowohl Tauro- 
desoxycholsiure wie Glykodesoxycholsiure haben sich als einbasisch 
erwiesen. Also muB es die Carboxylgruppe der Desoxycholsaure sein, 
mit der die Aminogruppe gebunden ist. 

2. Historik. 
Wie zuvor gezeigt worden ist (14), ist die Alkalibindungsfahigkeit 


des Taurins verhaltnismaBig gro8, wahrend eine  neutralisierende 
Wirkung auf Sauren nicht gezeigt werden konnte. Bei der elektro- 
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metrischen Titration der aus Taurin abgeleiteten Taurocholsiure fand 
auch H. Hammarsten (7) eine auffallend starke Aziditat, und im Ein- 
klang damit erhielt er fiir die Dissoziationskonstante keine iiberein- 
stimmenden Werte. Inn, 10 Lésungen fand er den Dissoziationsgrad 0,55, 
entsprechend einem p, von 1,17*. Wegen Materialmangels wurden 
aber seine Untersuchungen gar zu summarisch. 

Fir die Glykokollderivate hingegen, wo die zur Aminosiure ge- 
hérige Carboxylgruppe das Saéureradikal darstellt, kann man geringe 
Dissoziationskonstanten erwarten. Nach den Angaben verschiedener 
Verfasser [Mitchell und Greenstein (18), Harned und Owen (10), Bjer- 
rum (2) u. a.] ist p,,», fiir Glykokoll etwa 4,15 und p,. etwa 2,3. H. Ham- 
marsten (7) konnte weiterhin durch einzelne elektrometrische Wasser- 
stoffionenbestimmungen an Glykocholsiure die Dissoziationskonstante 
der Séiure zu 4,0. 10-° (p, = 4,40) berechnen. 


Eine systematische Untersuchung der Dissoziationskonstanten der 
Gallenséiuren wurde von Henriques (11) durchgefiihrt. Er fand p, fiir 
Glykocholséure = 2,78, fiir Glykodesoxycholséure (,,Glykocholeinsiure**) 

2,46, fiir Taurocholsiure = 2,93 und fiir Taurodesoxycholsaure (,,Tauro- 
choleinsaure“*) 3,23. Nach Henriques sind also alle diese Sauren relativ 
stark. Gegen Henriques Untersuchungen sind jedoch bedeutungsvolle 
Einwande zu erheben. So hat er seine Gallenséuren, auch die Taurinderivate, 
nach der Methode von O. Hammarsten (9) aus Rindergalle dargestel!t, ein 
Material, was nach Angabe selbst des Ausarbeiters der Methode zur Dar- 
stellung vollstandig reiner Taurochol- oder Taurodesoxycholsiure un- 
geeignet ist. Weiterhin machte Henriques keine Angaben iiber Reinheits- 
kriterien in bezug auf das erhaltene Praparat. Die Wasserstoffionen- 
konzentration bestimmte er kolorimetrisch mit Nitrophenolindikatoren in 
Gallensiéiure-NaOH-Mischungen mit variierendem Alkoholgehalt und fand 
dann durch Extrapolieren die Wasserstoffionenkonzentration in reiner 
Wasserlésung. Diese Indikatoren ergeben aber mit Gallenséuren eine 
spezielle gelbgriine Eigenfarbung, die die Bestimmung erschwert. Wie 
man sieht, stimmt Henriques Resultat durchaus nicht mit dem iiberein, 
was H. Hammarsten gefunden hat. 


3. Die Priparate, 
die mir zur Verfiigung standen, waren folgende: Cholsiure, Desoxy- 
cholsiure, Glykochol-, Glykodesoxychol-, Taurochol- und Taurodes- 
oxvcholsaure. 


Cholséure wurde nach O. Hammarsten (9) dargestellt. Schmelzpunkt 
197,5°. 





Gefunden Berechnet 
Omm «5s « 70,70 70,59 
_ a are 10,08 9,88 


* 


Siehe Verzeichnis tiber angewandte Bezeichnungsweise weiter unten. 
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Desoxycholsiure wurde nach White (24) aus Rindergalle dargestellt. 


Sehmelzpunkt 171°. 





Gefunden Berechnet 
le 2, 73,16 73,47 
Hin% .... 10,37 10,29 


Glykocholsaure wurde aus Rindergalle nach O. Hammarsten (9) dar- 
gestellt. Der Schmelzpunkt der aus Alkohol kristallisierten Saure war 127°. 
Gef.': 3,00, 3,02% N. 

Ber.: 3,04% N. 


Glykodesoxycholsiure wurde gleichfalls aus Rindergalle nach O. Ham- 
marsten (9) dargestelit. Die Ausbeute war hier sehr schlecht, weil es sich 
als sehr schwierig erwies, die Saéure frei von Glykocholsaure und Paraglyko- 
cholséiure zu bekommen. Aus 20 Litern Galle wurden nur ungefahr 1.6 ¢ 
der im Vakuum bis zur Gewichtskonstanz getrockneten Séure gewonnen. 
Schmelzpunkt 176°. Die Saure gab mit Furfurol und Schwefelsaéure keine 
Cholsaéurereaktion. 

Das Na-Salz der Taurocholsiure wurde aus Dorschgalle in der Haupt - 
sache nach O. Hammarsten (8) dargestellt. 

Gef.: 2,59, 2,58% N. 
Ber.: 2,61% N. 

Gef.: 5,80, 5,75, 5,88°, S. 
Ber.: 5,95% 8. 


Aus dem Na-Salz wurde mit H,SO,4 und Extraktion mittels absolutem 
Alkohol die freie Saure dargestellt. Nach drei Umkristallisationen aus 
Alkohol-Ather gab diese mit BaCl, keine Sulfatreaktion mehr. 

Die Taurodesoxycholsaéure -wurde gleichfalls nach O. Hammarsten (9) 
aus Hundegalle dargestellt. Die Ausbeute war besonders gering, aus 2 Liter 
Hundegalle konnte nur 1.5 g Na-Salz der Saure erhalten werden. Trocknen 
im Vakuum bei 60° bis zur Gewichtskonstanz. Die Ausbeute war zu gering, 
um vollstandige Analysen zuzulassen. 

Gef.: 2,67, 2,65% N. 
Ber.: 2,69% N. 
Die Saéure hatte keinen bestimmten Diciiincbemanitct, Braunfarbung trat 


bei 70 bis 80° ein. 


4. Methodik. 


Die Dissoziationskonstanten wurden durch elektrometrische Titration 
bestimmt. Mit Ausnahme von Taurochol- und Taurodesoxycholsaure 
waren simtliche Gallenséuren, die mir zur Verfiigung standen, in Wasser 
schwer léslich. Deren Alkalisalze sind dagegen alle leicht léslich. Bei vor- 
sichtigem Saéurezusatz zur Wasserlésung der Alkalisalze konnte man indessen 
mit Leichtigkeit iibersaéttigte. manchmal kolloidale Lésungen der freien 
Saure erhalten, wo erst nach einem oder mehreren Tagen die kristallinische 
Saure auszufallen begann. Bei den sauersten Glykocholséurel6sungen war 
es jedoch erforderlich, die Lésungen zuerst auf kochendem Wasserbad zu 

1 Die N-Analysen sind mit der Hypobromitmethode [Methodik 
Teorell (23)], ttbrige Analysen nach Preg/ ausgefiihrt. 
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erwarmen, um sie danach schnell abzuktihlen, wodurch sich die Loésungen 
mehrere Stunden klar hielten. Die Menge Mineralsiure, die einer Gallen- 
salzlésung von bestimmter Konzentration zugesetzt werden konnte, ohne 
daB die Fallung unmittelbar einsetzte, variierte fiir die verschiedenen 


Gallensaiuren mit deren Wasserléslichkeit. Auch ist sie abhangig vom 
Gehalt der Lésung an tibrigen Salzen (in diesem Falle KCl), weil diese auf 
die Séuren eine stark aussalzende Wirkung ausiiben. Da die Callen- 


sauren in den iibersattigten Lésungen wirklich dissoziiert und an der 
Reaktion teilhaftig sind, zeigen teils die relativ gute Ubereinstimmung der 
Werte fiir die Dissoziationskonstanten, teils die in Tabelle | mitgeteilten 
Werte. Diese sind aus tibersattigten Gallensaéurelésungen hergeleitet, in 
welchen die Wasserstoffionenkonzentration bestimmt wurde: 1. unmittelbar 
nach HCl-Zusatz und 2. nachdem die mit HCl versetzte Lésung 24 Stunden 
bei Zimmertemperatur gestanden hatte, danach zentrifugiert und die klare 
Lésung von eventueller Fallung dekantiert worden war. Wie aus der 
Tabelle hervorgeht, veranderte sich die Wasserstoffionenkonzentration der 
Lésung., wenn die Kristallisation eintrat, und diese Veranderung wurde 
groBer, je mehr Mineralsiure zugesetzt wurde, d.h. je mehr Gallensiiure 
ausgefallt wurde. 
Tabelle I. 
Urspriingliche Totalkonzentration des Natriumsalzes der ent- 
sprechenden Sauren 0.01 mol. pa, I — log fiir die Wasserstoft- 
ionenaktivitat unmittelbar nach HCl-Zusatz. pq, Il log fiir 
die Wasserstoffionenaktivitat in derselben mit HCl versetzten 
Lésung, nachdem sie 24 Stunden bei Zimmertemperatur ge- 
standen und klar zentrifugiert worden war. 





7 . Aussehen der 
KCl HCl Lésung unmittelbar Pah I Pah I] 
nach H Cl-Zusatz 


Substrat mol. norm. 


0 0,0020 leicht kolloidal 5,79 6,03 

iden o | 0 0,0015 klar 5,90 6,04 
jolsaures Na | 23 0.0015 leicht kolloidal 5,87 6,12 
0,3 0,0910 klar 6,09 6,13 

0 0,004 Opalescenz 6,65 6,81 
Desoxychol- 0,1 0,004 7 6,46 6,89 
saures Na | O01 0,002 klar 6,87 6.91 
0,3 0,002 Opalescenz 6,86 6,99 

0 0,008 leicht kolloidal 4,19 4,45 

0,1 0,006 Opalescenz 4,21 4,53 

Glykochol- 0,1 0,004 klar 4,53 4,57 
saures Na 0,2 0,006 leicht kolloidal 4,24 4,59 
0. 0,004 Opalescenz 4,70 4,92 

03 0,002 n 5,04 5,05 


Ich ging also bei der Titration der Gallenséiuren von Wasserlésungen 
der Natriumsalze aus und versetzte diese mit HCl in variierenden Mengen- 
verhaltnissen. Auch bei der Titration von Taurocholsiure und Tauro- 
desoxycholsaure ging ich von deren Natriumsalzen aus, obwohl diese Sauren 
in Wasser leicht léslich sind. Die Natriumsalze sind nimlich bedeutend 
leichter darzustellen als die freien Sauren, und obgleich die Ausbeute auch 
bei der Praparation der Alkalisalze gering ist, so ist sie doch bedeutend 











ingen 
allen- 
ohne 


lenen 
vom 
e aut 
allen - 
1 der 
gy der 
“ulten 
t, in 
elbar 
nden 
klare 
der 
1 der 
urde 
aure 


ent- 
off - 
fiir 
ten 


ge- 


ren 
eni- 
ro- 
ren 
nd 
ich 
nd 





Dissoziationskonstanten der Gallensauren. 433 


besser als bei der Darstellung der freien Sauren. Zur Kontrolle wurden 
jedoch gleichzeitig mit NaOH einige Titrationen der freien, wassergelésten 
Taurocholsaiure vorgenommen, wobei die erhaltenen Potentialwerte mit 
den nach entsprechendem H Cl-Zusatz zu den Na-Salzen erhaltenen gut 
iibereinstimmten. Zur Bestimmung der Titrationskurven wurden aus jeder 
Gallensiure Serien von L6sungen mit konstanter Gallenséurekonzentration 
aber variierendem HCl-Gehalt hergestellt, wo also jede Lésung einem 
Punkt auf der Titrierkurve entsprach. Um die Aktivitaétsverhaltnisse zu 
untersuchen, wurde fiir Jede Gallensiure die Titrationskurve teils ohne 
Zusatz fremden Mineralsalzes und teils mit variierenden KCl-Mengen in 
der Lésung bestimmt. Eine Ausnahme hiervon machen jedoch die Glyko 
desoxycholsaure, sowie Taurochol- und Taurodesoxycholsiure, da ich 
mich wegen Materialmangels mit je einer Serie dieser Séuren begniigen 
muBte. Um die lonenkonzentration annahernd konstant zu halten und 
um die elektrometrische Bestimmung zu erleichtern, bereitete ich fiir diese 
drei Sauren samtliche L6sungen 0,1 mol. in bezug auf KCl. Von den iibrigen 
Sauren wurde die Titrationskurve teils ohne KCl-Zusatz, teils mit einem 
Gehalt von 0,1, 0.2 und 0.3 mol. KCl bestimmt. Die beiden letzteren 
Konzentrationen wurden zur Untersuchung der Aussalzungs- und Disso 
ziationsverhaltnisse bei einer lonenkonzentration der  physiologischen 
entsprechend mitgenommen. Fir die Bestimmung der wirklichen Disso- 
ziationskonstanten haben diese beiden letzteren Titrierserien indessen nur 
zweifelhaftes Interesse. weil Ja die gewéhnlichen Berechnungsgrundlagen 
fiir die lonenaktivitat bei so hohen lonenkonzentrationen nicht anwendbar 
zu sein scheinen. 


Die Lésungen wurden in MeBkolben von 25 cem vollkommen kohlen 
siurefrei hergestellt und auch unter Vermeidung von Wohlensaurezutritt 
in das ElektrodengetaB eingefiillt. Samtliche Wasserstoffionenkonzentra 
tionen wurden bei 18° (Wasserthermostat) mit Weston-Normalelement 
(gepriift bei der staatlich schwedischen Priifungsanstalt) als Standard 
potential gemessen. Als Gegenpotential wurden drei gesittigte Kalomel- 
elektroden angewandt, die tiaglich gegeneinander und mindestens jede 
Woche gegen eine Lésung von 0,010 n HCI in 0,090 mol. KCI mit H,-Pt 
Elektroden gepriift wurden. Nach Korrektion fiir Barometerstand und 
Diffusionspotential nach Bjerrum und Unmack (3) wurde ein Potential 
von 0,3680 Volt erhalten. Von diesem Mittelwert wich das Potential nicht 
mehr als um 0,05 Millivolt ab. Als Untersuchungselektroden kamen teils 
Wasserst off-Platinmoorelektroden, teils Chinhydronelektroden zur An 
wendung. Die H,-Pt-Elektroden hatten eine GréBe von etwa 1,5 gem. Sie 
wurden woéchentlich mit der oben genannten H Cl-KCl-Lésung kontrolliert. 
Modell des ElektrodengeféBes war nach Sérensen [Clark (5)]. Als Chin- 
hydronelektrode wurde blankes Platin benutzt und das Chinhydron nach 
Biilmann (1) hergestellt. Wo es irgendmdéglich war, wurden H,-Pt-Elektroden 
verwendet. Samtliche Gallenséiuren auber Taurochol- und Taurodesoxy- 
cholsiure vergifteten die H,-Pt-Elektroden indessen bei saurer Reaktion 
sehr schnell, weil die tibersattigte L6sung dabei im Platinmoor zur Austallung 
gebracht wurde. Derartige Lésungen wurden deshalb mit Chinhydron- 
elektrode gemessen, die in diesen Fallen vollkommen zufriedenstellend 
arbeitete. In vielen Fallen wurden zwecks Wontrolle beide Elektroden- 
formen benutzt. Als Kontaktfliissigkeit wurde gesattigte KCl-Losung 
angewandt. Das Diffusionspotential wurde nur in einzelnen Fallen bestimmt 
{durch Extrapolieren nach Bjerrum und Unmack (3)], und dabei so gering 
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(selten gr6Ber als 0,1 Millivolt) befunden, daB dieses mit nur unbedeutender 
Approximation ausgeschlossen werden konnte. Eine Ausnahme hiervon 
machten jedoch die beiden sauersten Lésungen von Taurochol- und Tauro- 
desoxycholsaéure, wo das Diffusionspotential bis zu 0,26 Millivolt anstieg. 
Jede Lésung wurde mit zwei oder drei Elektroden gemessen. Die Werte 
wurden nur anerkannt, wenn der Unterschied im Potential der Elektroden 
nicht 0,05 Millivolt iiberstieg, was in der Regel auch nicht vorkam. Fiir den 
Barometerstand wurde nach Clark (5) korrigiert. 


». Bezeichnungen, 


(Alle Konzentrationen sind in Grammaquivalenten pro Liter angegeben.) 


E = die gemessene elektromotorische Kraft in Volt. 

Mu the ionic strength. 

KC] K Cl-Konzentration. 

HC! H Cl-Konzentration. 

NaOH Na OH-Konzentration. 

H~ Wasserstoffionenkonzentration. 

A), Wasserstoffionenaktivitat. 

Pah log Ap. 

Yh Aktivitatskoeffizient der Wasserstoffionen. 

Cc Konzentration des zugesetzten Na-Salzes der untersuchten Saure. 

S Konzentration des in der Lésung befindlichen undissoziierten 
Teiles der untersuchten Sdaure. 

A, Aktivitat dieser undissoziierten Saure. 

S Konzentration der abdissoziierten Anionen der untersuchten Saure. 

A, Aktivitaét dieser Anionen. 

Vs Aktivitatskoeffizient dieser Anionen. 

K’ die scheinbare Dissoziationskonstante der untersuchten Sdaure. 

PR -log K’. 

K die wahre Dissoziationskonstante der untersuchten Saure. 

Pr -log K. 

Bb Korrektionsfaktor fiir px. 


6. Die Berechnungsweise. 
Die Wasserstoffionenaktivitaét wurde aus folgenden Formeln berechnet : 
E — 0,2488 .. ‘ 
Pah 0.0577 fiir H,-Pt-Elektrode 

und 
0,4556 — BE... , 
Pah * 0.0577 fiir Chinhydronelektrode. 
057 


Aus der Hendersonschen Gleichung kann man die Formel 
; S 
Vy - Pah + log s- (1) 


ableiten. wo p,, bekannt ist, und daraus K’ berechnet werden kann. Es 
ist indessen K die wahre Dissoziationskonstante, die gesucht wird. Diese 
mu8 nach folgender Formel berechnet werden: 


A,- 
E> 4: - 


s’ 


(IT) 











tender 
lervon 
fauro- 


istieg. 
Werte 
roden 
ir den 


‘ben.) 


aure. 
‘ten 


ture. 


lure. 


net : 


(1) 


E 
us 


ese 


IT) 





Dissoziationskonstanten der Gallenséuren. 435 


Da A, S-.y,- und A, S gesetzt werden kann, weil ja der Aktivi 
tatskoeffizient fiir ein undissoziiertes Molekiil (wie S in diesem Falle) gleich 1 
gesetzt werden kann, so erhalt man aus Formel II 
ae S 
P, = Pa, + log Ss — log ’s (IIT) 


und wenn diese Forme] mit I kombiniert wird, 
P,. = Py — log y,-- (IV) 
Zur Bestimmung von p, wurde log S/S~ berechnet. 
k 
Wir wissen, da®B die untersuchte Saure, da sie in Form von Na-Salz 
zugesetzt wurde, und da auBer Wasserstoffionen nur starke Basen als 
positive lonen in der Lésung vorhanden sind, entweder in ionisierter Form 
oder als undissoziierte Saure bestehen mu, also 


C S+S-. (Vv) 


Nachdem man dem Na-Salz der zu untersuchenden Saure HCl zugegeben 
hat, folgt nach dem Gesetz der Elektroneutralitat : 


H+ + Nat = S-+Cl-+ 0H, (VI) 
wo Na*, Cl> und OH7™ die Konzentration der freien Na-, Cl- und OH-lonen 
(in Grammaquivalent pro Liter ausgedriickt) bedeuten. Da die zu unter- 
suchende Séure in Form von Na-Salz, welches als vollstandig dissoziiert 
betrachtet werden kann, zugesetzt wurde, ist 


hy Na 
und da Cl-Ionen nur durch H Cl-Zusatz zugefiihrt wurden, ist 
co = Oe 


Kin eventueller KCl-Zusatz hat auf diese Betrachtungen keinen Einflub, 
weil ja die Konzentration von K* und Cl’-lonen von diesem Salz gleich 
sind, und sie deshalb je auf einer Seite der Gleichung in Reaktion VI zu 
stehen kommen. Da die Wasserstoffionenwerte von Interesse siimtlich 
nahe dem Neutralpunkt oder auf der sauren Seite liegen, kann OH™ an- 
standslos durch Approximation ausgeschlossen werden. Wir erhalten 
somit aus VI und V 

S- c+ Ht —HCl 
und 

Ss HC] — H* 
also 

HCl —H 


Ss 
aie ihe , V 
log 5 = 8 O4 Ht — HCl 9 


In dieser Formel sind C und HCl bekannt. H* wird hier aus den p,,-Werten 
nach folgender Formel berechnet 
1 


jo’anr, 


H* 


th 


Die Art und Weise, 7, zu berechnen, ist immer eine Streitfrage gewesen 
und ist noch heute fiir mehrere Autoren der Ausgangspunkt fiir weitlaufige 
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Diskussionen. Die meist angewandte Berechnungsformel diirfte die Debye 
Hiickelsche sein, die fiir Zimmertemperatur folgendermaBen angegeben wird 


0.5 22 |u 


log y - . 
1— 33.107 a) 


wo Z die Valenz des fraglichen Ions, a der .,scheinbare lonenradius**, der 
empirisch zu bestimmen ist. und y ,,the ionic strength** bezeichnet. 


Diese Formel, die Ja eine Kombination theoretisch berechneter und 
empirisch gefundener Werte ist, hat sich indessen nicht als streng giiltig 
erwiesen, wenigstens nicht bei héheren lonenkonzentrationen. Da nun 
meine Versuche nicht den Anspruch auf einen solchen Grad der Genauigkeit 
machten, so daB es sich lohnen wiirde, diese umstandliche Formel anzu- 
wenden, habe ich mich damit begniigt, deren vereinfachte Form zu benutzen. 

— log» 05 )u (VIII) 
(da Ja Z in diesem Falle gleich 1 ist). 

Es mu indessen ausdriicklich darauf hingewiesen werden, daB diese 
Formel nur fiir geringe Konzentrationen (bis zu yu etwa 0.1) giiltig ist, 
weshalb deren Anwendung fiir meine Versuche nur da berechtigt wire, wo 
die Konzentration des zugefiigten KCI 0,1 mol. oder darunter war. Wie 
sich spiter erweisen wird, hat indessen der Wert von H* einen so geringen 
EinfluB aut die GréBe von p,,, daB es berechtigt ist. diese Methode zur Be- 
stimmung von H™ bis zu einer molaren Konzentration von 0,3 anzuwenden, 
auch wenn dabei eine Approximation gemacht wird. 


Unter anderen Methoden, y zu bestimmen, ist die von Bjerrum und 
Unmack (3) eingefiihrte die meist ansprechende. Ihre Formel. die rein 
empirisch auf eingehende Messungen begriindet ist, lautet fiir K Cl-Lésungen 


bei 18°: 


— log y, = 0,196 Je — 0,166 ¢ — 0,003, (IX) 


wo ¢ gleich totale Lonenkonzentration, also in diesem Falle gleich ju ist. 
Bjerrum gibt an, daB diese Formel bis zu ¢ 15n giiltig sei. 

Da bei meinen Messungen nur uni-uni-valente Elektrolyten vorkommen. 
war hier Normalitat samtlicher in der Lésung befindlicher Lonen oder 


“ H* + Na’ + K™, 


wo Kk* Konzentration der in der Lésung befindlichen Kaliumionen aus- 
macht [Lewis und Randall (17)). In dieser Formel sind Na™ (= C) und K* 
(= zugesetzte KCl-Konzentration) bekannt. H* ist in den meisten Fallen 
so gering, daB es mit unbedeutender Approximation aus der Formel ge- 
strichen werden kann. Nur bei einigen der Bestimmungen., wo es sich um 
die starke Taurochol- und Taurodes-oxy-cholsiure handelt, ist H® fiir die 
GréBe von « von EinfluB und ist in diesen Fallen approximativ nach 


folgender Formel berechnet worden 
Pp 
‘=n. 
Aus dem so erhaltenen vorlaiufigen Wert fiir « wurde log y, mittels 


Formel VIII bzw. IX berechnet und mit dem auf dieser Weise erhaltenen 
H*-Wert der wahre Wert fiir « bestimmt. 
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Fiir die schwacheren Sauren, Cholséiure. Desoxycholsiure, Glykochol- 
saure und Glykodesoxycholséure wurde 7, und danach H~ nach der ersteren 
der beiden oben genannten Methoden berechnet, wahrend die letztere, 
Byerrumsche, fiir Taurochol- und Taurodesoxycholsiure gebraucht wurde. 
Es ist tibrigens von sehr geringem EinfluB auf p,,, welche von dieser Methoden 
benutzt wird. 

Da fiir die schwachen Sauren in den meisten Fallen H* im Verhaltnis 
zu HCl aéuBerst gering war, hatte es in diesen Fallen auch nur einen un- 
bedeutenden EinfluB auf den Wert fiir log S/S” und fiir p,. Fiir die Saiuren 
(Cholsaure und Desoxycholsaure). wo p,, groBer als ungefahr 5,0 ist, wurde 
H* vollig ausgeschlossen, so daB Gleichung VII folgendermaBen vereintacht 


werden konnte: 
HCl 


c—Hc (X) 


log = log 
Eine einfache Berechnung erweist die volle Berechtigung dieser Approxi- 
mation. 

In anderen Fallen wiederum, wo es sich um die sehr starken Crallen- 
siuren (Taurocholsaure und Taurodesoxycholsaure) handelt, konnte da- 
gegen das Absurdum eintreffen, dali H*, nach der vereinfachten De bye- 
Hiickelschen Formel VI berechnet, sogar gréBer als HCl wurde, so dab 
S/S~ negativ und log S/S~ imaginiér wurde, p,, wiirde so eine irrationelle 
Zahl enthalten. In solehen Fallen habe ich die Byerrumsche Berechnungs- 
weise benutzt, die immer positive Werte fir S/S~ ergab. Da also p,, und 
log S/S” bekannt sind, kann p, aus I berechnet werden. 

Die fiir py erhalténen Werte sind in den Tabellen IIT bis VIII am 
SchluB dieser Arbeit wiedergegeben. Wie hieraus zu entnehmen ist, 
waren die py -Werte fiir Cholsiure, Desoxycholsiure, Glykocholsiure 
und Glykodesoxycholsiure innerhalb jeder Serie mit konstantem « 
ziemlich tibereinstimmend. Dagegen stimmten die p,-Werte fiir Tauro- 
cholsaure und Taurodesoxycholsiure recht schlecht tiberein, was auch 
mit deren Charakter als sehr starke Sauren ohne jedes Pufferungs- 
vermégen im Einklang steht. 

Abgesehen von solchen gréberen Abweichungen zeigte es_ sich 
jedoch, daB die py-Werte in gewissen Fillen trotzdem unbedeutend 
variierten, nicht nur in bezug auf «, sondern auch auf p,,. Das galt 
besonders fiir Cholsiure. Ein solches Verhaltnis kann theoretisch nicht 
erklart werden, ist jedoch keinesfalls selten. 

Es zeigte sich, daB zwischen « = 0 und uw = 0,1 die erhaltenen 
Mittelwerte fiir py sanken, wahrend sie von «= 0,1 bis zu = 0.3 
eigentiimlicherweise mit steigendem Wert fiir « wieder anstiegen 
(d. h. AK’ wurde geringer), obwohl py im Gegenteil fiir die meisten be- 
kannten Saéuren mit steigendem u-Wert zu sinken pflegt. Dieses Ver- 
haltnis ist jedoch keinesfalls einzigartig. So haben Mitchell und Green- 
stein (18) bei mehreren Glykokollderivaten ein ahnliches Verhalten 
beobachtet. Larsson und Adell/ (16) zeigten derartige Verhaltnisse bei 
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den Fettsiuren. Uber die Ursache zu diesem eigenartigen Verhaltnis 
wage ich mich im Augenblick nicht bestimmt zu auBern. Vielleicht 
hingt es mit der Schwerléslichkeit der freien Saéuren in Wasser zu- 
sammen und vor allem mit der Eigenschaft der Gallensalze, durch 
Mineralsalze leicht ausgesalzt zu werden. 


Um aus den Werten fiir py p, (und damit auch K) zu bestimmen, ist 
Formel IV anzuwenden 
Py = Py — log y,-- (IV) 


In dieser Formel muBte y,— erst bestimmt werden. Fiir die Berechnung 
von y,— bestand indessen die gleiche UngewiBheit wie fiir y,. Fiir geringe 
lonenkonzentrationen kann man jedoch auch hier die Formel von Debye- 
Hiickel oder lieber deren vereinfachte Form, VILI, gebrauchen. 


— log y,- = 0,5) a, (VII) 


weil es sich hier nur um uni-uni-valente Salze handelt. Fiir die héheren 
lonenkonzentrationen gehen die Voraussetzungen fiir die oben genannte 
Approximation verloren, und es war notig, da ein empirisches Korrektions- 
glied in Formel VIII einzufiigen 


— log %,- = 0,5 Va— Ba, 
wo B ein empirischer Faktor ist. Formel IV wird zu 
Py = Py + 9,5 \ea— Bu. (XI) 


Diese Formel wurde in der letzten Zeit von weitaus den meisten Autoren 
wie Bjerrum (2), Morton (19), Harned und Owen (10) und vielen anderen 
zur Bestimmung der Dissoziationskonstanten angewandt. Der Korrektions- 
faktor B variiert sowohl fiir die verschiedenen zu untersuchenden Sauren, 
als auch fiir die verschiedenen in der Lésung befindlichen Salze, und die 
Werte werden darum von den einzelnen Verfassern besonders variierend 
angegeben. Der Faktor 0,5 Vu ist ja schon an und fiir sich eine theoretische 
Korrektion des mit “ variierenden p,. um diesen bei variierendem ju-Wert 
zu einem konstanten Wert, p,;, zu machen. Es kann absurd erscheinen, 
neben dieser theoretischen Korrektion noch eine neue, rein empirische 
einzufiigen, die oft einen bedeutend héheren Ziffernwert als die theoretische 
erreicht. In vielen Fallen ist indessen p,, eine nicht lineare Funktion von yj, 
die durch die Korrektion + 0,5) zu einer rein Linearen umgewandelt 
wird, und durch Extrapolieren von dieser zu pv = 0 wird p, erhalten. 
Der auf diese Weise gewonnene Richtungskoeffizient der Linie wird dann 
das MaB fiir den Therm £, und durch die Korrektion — By wird p, zu 
einer Konstanten verwandelt, d.h. als Funktion von « betrachtet zu einer 
Parallelen zur s-Achse. 

Bei Glykodesoxycholséure, Taurocholsiure und Taurodesoxycholsaure 
reichte mein Material leider zur Bestimmung bei variierendem j« nicht aus, 
weshalb ich hier p, nur bei « = 0,11 bestimmt habe. Die Dissoziations- 
konstanten dieser Saéuren sind also nur die Scheinbaren und machen nur 
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Anspruch darauf, die GréBenordnung der Wahren anzugeben und als 
\usgangspunkt fiir einen Vergleich zwischen den Starkeverhaltnissen der 
verschiedenen Sauren zu dienen. 


7. Zusammenfassung. 


Die nach den verschiedenen Berechnungsweisen gefundenen 
p,-Werte sind in Tabelle If wiedergegeben. Hier sind auch die ge- 
fundenen A-Werte wiederzufinden. 


Tabelle II. 





Sure u Pye Pp + 05 Vu Py + 0,5 )u— Bu 
ici 0,01 5,15 5,20 5,19 
a es | 0,11 5,11 5,28 5,20 
> ‘ 
, . 0,21 5,11 5,34 5.19 
- — 64.6. 10-7 , 
aamieauiee | 0,31 5.14 5,42 5,20 
tcsaiilaien 0,01 6,38 6,43 6,43 
"ee - a: | 0,11 6.28 6.45 6.42 
K “ty 38 19-7 0,21 6,25 6.48 6,42 
i ad | 0,31 6,26 6,54 6,45 
' 0,01 4.41 4,46 4.45 
——— | 0.11 4,37 4,54 4.45 
K — 355. 10-7 0,21 4,39 4,62 4,45 
0,31 4.45 4,76 4.51 
Glykodesoxycholsaure ) 
- J 2 2908 
(K = 1047.10-7) JOH _ _ 
Taurocholsaure | 0 3c 56 
(K — 2,75. 10-2) j St _ — 
Taurodesox ycholsiure ) _ 
> 0,11 1,74 1,91 


(K 1,23 . 10-?) J 


Beim Vergleich mit den von H. Hammarsten (7) und Henriques (11) 
gefundenen Werten zeigte es sich, da H. Hammarstens Dissoziations- 
konstante fiir Taurocholsdiure (px 1,17) trotz der geringen Anzahl 
seiner Bestimmungen mit meinem Wert py (4 — O11) = 1,39 ziemlich 
gut iibereinstimmte, wenn man die Starke dieser Saure in Betracht 
zieht. Auch sein Wert fiir Glykocholsdure p,’ 4.40 stimmte mit 
dem Richtigen sehr gut tiberein. Dagegen wichen meine Werte voll- 
kommen von den von Henriques gefundenen ab, welches ohne Zweifel 
auf die vorher diskutierten Fehlerquellen, denen er sich ausgesetzt 
hat, zurickzufiihren ist. 

Samtliche untersuchte Sauren waren einbasisch. 
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S. Tabellen. 
Tabelle III. Cholsaure. 
C 0,01. 
tse KCL HCL NaOH E Par » |—tens —log ae Py 4 
Ch 0 60,0020 0 0.1217 5,79 0,010 0,050 0,60 5,19 
Ch 0 0,0015 0 0,1152 5,90 0,010 0,050 0,75 B15 |. |, Ch 
Ch (0 0.0910 0 0.1041 6,09 0,010 0,050 0,95 5.14 | © “ Ch 
Ch 0 0,0095 0 0,0868 6,39 | 0,010 0,050 1,28 5,11 Ch 
H, 0 0 0 0,7064 7,93 Ch 
H, 0 0 0,0010 0,8952 11,20 . 
Ch 0,1 0,0020 0 0.1237 5,75 0,110 0,166 0,60 5,15 | Ch 
Ch 01 0,0910 0 0,1064 6,05 0,110 0,166 0.95 5,105.11 Ch 
Ch 0,1 0,0005 0 0,0887 6,36 0,110 0.166 128 5,08] H, 
H, 01 0 0 0,7035 7,88 Ch 
H, 0,1 0 0,0010 0,8912 11,13 - 
Ch 0,2 -0,9015 0 0.1175 5,86 0,210 0,229 0,75 5,11 | Ch 
Ch 0,2 0,0010 0 0,1082 6,02 0,210 0,229 0,95 5,07 ' 5.11 Ch 
Ch 0.2 0,0005 0 0.0846 643 0.210 0.229 128 5,15] Ch 
H, 0,2 0 0 0,7046 7,90 ct 
Ch (0,3 0.0015 0 0.1171 5,87 0,310 0,278 0,75 5,12 | 
Ch 03 0,0010 0 0.1044 6,09 0,310 0,278 0,95 5,14) 5,14 Hy 
Ch 0.3 0,0005 0 0.0840 644 0,310 0278 128 5.16} H, 
H, 0.3 0 0 0.7070 7.94 Ch 
H, 03 0 0,0010 0,8940 11,18 Ch 
* H, = H.-Pt-Elektrode, Ch = Chinhydronelektrode. Ch 
Tabelle IV. Desoxycholsaure. Ch 
C — 0,01. Hy 
H, 
ees Ch 
Ba KCl HCl Na OH E Par a logy — log “Bale Pry Ch 
Ch 
Ch 0 0,0040 0 0,0721 6,65 0,010 0,050 O18 647 Ch 
Ch 0  0,0020 0 0,0540 6,96 0,010 0,050 0,60 6:36 | « 38 Hy 
Ch O 06,0010 0 0.0327 7,33 0,010 0,050 0.95 6.388 (7 
Ch 0 0,0005 0 0,0171 7,60 0.010 0,050 1,28 632 | 
H, 0 0 0 0.7158 8,09 
H, |0 /|0 0,001 0.8952 11,20 
Ch 0,1 0,0040 0 0.0829 646 0,110 0,166 0,18 6,28 
Ch 0,1 0,0020 0 0,0592 6,87 0,110 0,166 0,60 6.27 | ¢ 98 ‘ 
Ch 0,1 0,0010 0 0.0384 7,23 0110 0166 095 628; : 
Ch 0,1 0,0005 0 0.0188 7,57 0,110 0,166 1,28 6,29 = 
H, 01 0 0 0.7150 8.08 = 
H, | 0,1 0 0,001 0,8950 11,20 
Ch 0,2 0,0020 0 0.0615 6,83 0,210 0,229 0.60 6,23 | 
Ch 0.2 0,0010 0 0,0402 7,20 0,210 0,229 0,95 6,25 | 6,25 Ch 
Ch 0.2 0,0005 0 010200 7.550210 0229 128 627) Ch 
H, 02 0 0 0.7144 8,07 Ch 
Ch 0,3 0.0020 0 0.0598 686 0,310 0,278 0,60 6,26 | Ch 
Ch 03 0,0010 0 0,0404 7,20 0,310 0,278 0.95 6.25 | 6,26 : 
Ch 03 0,0005 0 0.0191 7,56 0,310 0,278 1,28 6,28 } Ch 
H, 03 0 0 0.7142 8,07 H, 
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Tabelle V. 


Glykocholsiure. 
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yy 0.01. 
3 KCl HCl |NaOH|) E Pah u logy Hy a Px 
Ch 0 0,0080 0 0.2138 4.19 0,010 0,050 0.000072 —0.58 4.77 
Ch 0 0,0060 0 0.2110 4,24 0,010 0,050 0.000065 —0,16 4.40 
Ch 0 0,0040 0 01925 4,56 0,010 0,050 0.000031 018 4.38 
Ch 0 0.0020 0 0,1677 4,99 0,010 0,050 0,000011 0.60 4,39'4.41 
Ch 0 0,0010 0 0,14384 541 0,010 0,050 0,000004 0.96 4,45 
Ch 0 0.0005 0 0.1256 5.72 0,010 0,050 0.000002 128 4,44 
H, |9 |0 0 0,6938 7,71 
Ch 0,1 0,0060 0 0,2127 4.21 0,110 0,166 0,000091 —0,16 4,37 
Ch 0,1 /0,0040 0 0.1942 4,53 0,110 0,166 0,000044 0,18 4,35 
Ch 0,1 0,0020 0 0,1700 4,95 0,110 0,166 0,000017 0,61 4,34 74,37 
Ch 0,1. 0,0010 0 0.1481 5.33 0.110 0,166 0.000007 0,96 4,37 
Ch 0.1 0,0005 0 0,1279 5,68 0,110 0,166 0,000003 128 4,40 
H, 0,1 0 0 0,6906 7,66 
H, 0,110 0,001 0.8910 11,13 
Ch 0,2 0,0060 0 —-0,2110 4,24 0,210 0,229 0,000098 —0,16 4.40 
Ch 0,2 0,0040 0 0.1891 4,62 0,210 0,229 0.000041 0,18 4,44 4.39 
Ch 0,2 0,0020 0 0,1687 4,97 0,210 0,229 0,000018 0,61 et si 
Ch 0,2. 0,0010 0 0,1480 5,33 0,210 0,229 0,000008 0.96 4.37 
Hy 0,2 0 0 0.6914 7,67 
H, 0,2 0 0,001 0,8896 11,11 
Ch 0.3 .0,0040 0  —0,1842 4,70 0,310 0,278 0,000088 0,18 4,52 
Ch 0.3 0,0020 0 0.1647 5.04 0,310 0,278 0.000017 0.61 4,43 4.48 
Ch 0,8 .0,0010 0 0.1417 544 0,310 0,278 0.009007 0,96 448{° 
Ch 0.8 0,0005 0 0.1222, 5,78 0,310 0,278 0,000003 1,28 4,50 
H, 0,3 0 0 0.6943 7,72 

Tabelle VI. Glykodesoxycholsiaure. 

C = 0,01. 
= =F 
= KCl Hcl |NaOH E Par u log} H+ oa P; 
Ch 0.1 0.0060 O  0,2438 3,67 0,110 | 0,166 |0,0093812 —012 3,79 
Ch 0,1 0.0030 0 0.2132 4,20 0.110 0,166 0.000093 0.39 3.81 
Ch 0.1 0.0020 0 0.1998 4,43 0,110 0,166  0,000055 0,62 3,81 7381 
Ch 0.1 00010 0 0.1804 4,77 0.110 0,166 0.000025 0.97 3,80 
Ch 0.1 0.0005 0 0.1596 513 0110 0,166 0,000011 1.29 3.84 
H, 0.1 0 0 0.6803 7.48 





9G * 
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Tabelle VII. 


Taurocholsaure. 





C = 0,01. 
. fetes ae 
S “ee 2s = a 
& cc Y F ” @ ‘co + hae 
= KCl HCl NaOH E Pah u eS zf H ge Py 
= = = 


H, 0 0,0100 0 
H, 0,1 0,0060 0 
H, 0.1 0,0040 0 


0,3824 232 0,116 0,073 0,0057 0,12 2,20 
0,3860 2,38 0115 0,073 0.0049 0,91 | 1,37 
0.3948 253 0,114 0,073 0.0035 1,28 15 
9 








H, 0,1 0,0020 0.4127 2,84 0,112 | 0,073 0,0017) 1,51 | 1,33) 1,39 
H, 0,1 0,0010 0 04306 3,15 0,111 | 0,073 0,0008) 1,69 1,46 
H, 0,1 0,0005 0 0,4483 3,46 0,110 | 0,073 0,0004, 1,95 1,51 
H, 0,1 0 0 (0,6564 7,06 
H, 01 0 0,0010 0,8913 11,14 | 

Tabelle VILL. 

Taurodesoxycholsaure. 
C = 0,01. 

© < ¢ Es 
E KCL HCl NaOH EF — Pan ut BE H ay Py 
= ; & & 


0,3775| 2,23 0,117 | 0,073 0,0069 0,37 1,86 
0,3898 2,44 0,114 | 0,073 0,0043 0,69 176) 1,74 
0,3984 2,59 0,113 | 0,073 0,0030 0,95 1,64 
0,4160 2,90 0,112 | 0,073 0,0015 1,95 0,95 
0,6607 7,14 


H, | 0,1 0,0100 
H, 0,1 |0,0060 
H, 0,1 0,0040 
H, 0,1 ,0,0016 
H, 0,1 (0 


oo Oo Oo O&O 
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Eine Methode, Vitamin A quantitatiy 
zu bestimmen und in internationalen Einheiten auszudriicken. 


Von 
A. Scheunert und M. Schieblich. 


(Aus dem Tierphysiologischen Institut der Universitat Leipzig.) 
(Eingegangen am 2. Juni 1933.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Zur quantitativen Bestimmung des Vitamins A in irgendwelchen 
Stoffen hat sich die Methode von Sherman in den meisten Laboratorien 
eingebirgert. Diese Methode bezweckt, die Wirkung einer Vitamin-A- 
Zulage im Rattenversuch so zu erfassen, daB sie in biologischen Ein- 
heiten ausgedriickt werden kann. Eine Vitamin-A-Einheit nach Sherman 
ist in derjenigen Menge eines Praparates oder Nahrungsmittels enthalten, 
die geniigt, bei Verfiitterung an in bestimmter Weise vorbereitete junge 
Ratten eine wéchentliche Durchschnittszunahme von 3g _ Ké6rper- 
gewicht wahrend einer Versuchsperiode von 4 bis 8 Wochen zu erzielen. 

UnerlaBlich ist dazu die genaue Einhaltung der fiir den Tierversuch 
gegebenen Vorschriften. Als wichtigste dieser Vorschriften sei hervor- 
gehoben, daB nur sogenannte standardisierte Tiere verwendet werden 
diirfen. Das sind Jungtiere von solchen Mutterratten, die mit einer vor- 
geschriebenen vitamin-A-armen Diat gefiittert worden sind, so dab die 
jungen Tiere nur sehr geringe und ungefahr gleichmaBige Vitamin-A- 
Reserven bei Beginn des Versuchs aufweisen. Die Ratten sollen im Alter 
von 21 bis 29 Tagen bei einem Anfangsgewicht von 35 bis 50g auf eine 
ganzlich vitamin-A-freie, im iibrigen aber fiir Ratten vollwertige Diat 
gesetzt werden. Die Ratten wachsen dann ungefahr 4 bis 5 Wochen langsam 
fort und zeigen dabei Gewichtszunahmen von 35 bis 50g. Dann ist die 
anfangliche Wachstumsperiode zu Ende. In dieser Zeit werden die zu 
Beginn noch vorhandenen Vitamin-A-Reserven verbraucht. Das Wachstum 
stockt dann, und die sonstigen Erscheinungen des Vitamin-A-Mangels 
haben sich bemerkbar gemacht, ohne daB die Tiere eine entscheidende 
Schadigung erlitten haben. Sobald die Gewichtszunahmen aufhéren und 
sich die ersten Zeichen der Xerophthalmie bemerkbar machen, sowie die 
anderen Erscheinungen (Verschlechterung des Haarkleides, Schlaffheit der 
Muskulatur, unbefriedigendes Aussehen) eingetreten sind, ist die Vor- 
bereitungsperiode beendet, und es werden nunmehr Gruppen zu mindestens 

zehn Tieren gebildet, von denen jede die zu priifende Dosis des betreffenden 
Praparates als Zulage zur vitaminfreien Kost erhalt. Tiere oder Wiirfe, 
welche in dieser Zeit kiimmern oder aber einen zu starken Wachstumstrieb 
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zeigen, sind fiir die eigentliche Priifung ungeeignet und miissen ausgeschaltet 
werden. Alsdann wird unter den verabreichten Dosen dielenige ermittelt, 
bei welcher die Tiere die von der Methodik geforderten wéchentlichen 
Durchschnittszunahmen zeigen. Die Methode fiihrt, wie Nachpriifungen 
gezeigt haben, zu guten Ergebnissen, insbesondere dann, wenn reichliches 
Tiermaterial verwendet wird'. 

Wie man aus dieser kurzen Beschreibung, deren Einzelheiten aus- 
fihrlich in dem Werke von Sherman und Smith? diskutiert werden, 
ersieht, sind die Bedingungen nicht leicht zu erfiillen. Nicht ganz 
einfach ist es nach unseren Erfahrungen, die standardisierten Jung- 
ratten zu erhalten. Bei der benétigten groBben Anzahl miissen sehr 
viele Muttertiere gehalten werden. Die Standardkost besteht aus 
einem Drittel Vollmilchpulver, zwei Dritteln gemahlenem Vollweizen 
und 2°, Kochsalz auf das Weizengewicht gerechnet. Hierzu kénnen 
pro Woche 30 bis 60g frisches, mageres Rindfleisch pro Ratte ge- 
geben werden, doch kann diese Zugabe auch unterbleiben. Es ist nun 
nicht immer sicher, daB man bei dieser Fiitterung der Zuchtratten 
befriedigende Fortpflanzung erzielt. Wir haben jedenfalls haufig starke 
Stérungen dadurch erlitten, daB die Tiere nicht tragend wurden oder 
nur sehr kleine Wirfe brachten. Auch ist es haufig vorgekommen, dab 
bei an sich befriedigender Fruchtbarkeit die Wiirfe nicht vollstandig 
aufgezogen werden konnten, sondern Abginge durch Tod oder auch 
Auffressen der Jungen eintraten. Auch die Wiichsigkeit der jungen 
Tiere erwies sich als recht verschieden, so das man schlieBen mubte, 
da die ihnen von der Mutter und in der Saiugezeit vermittelten 
Vitamin-A-Reserven trotz aller Bemiihungen nicht’ unerhebliche 
Verschiedenheiten aufwiesen. Die Ursache hierfiir liegt einmal in 
der Nahrungsaufnahme der Muttertiere und der jungen Tiere, wenn 
sie selbst zu fressen anfangen: andererseits aber bedingt in’ der 
Standardzuchtkost die Verwendung von Milchpulver Fehlerméglich- 
keiten. Der Vitamin-A-Gehalt des Vollmilchpulvers ist keine kon- 
stante GréBe, sondern von der Nahrung der Kiihe, von denen die 
verarbeitete Milch stammt und auch von der Trockenmethodik und 
schlieBlich der Lagerungsart abhangig. Wenn solche Schwankungen 
auch fiir allgemeine Ernahrungsfragen wegen ihrer relativen Un- 
betrachtlichkeit eine gréBere Bedeutung nicht besitzen mégen, so kKOnnen 
sie doch im vorliegenden Falle von ausschlaggebender Bedeutung sein, 
und zwar deshalb, weil bei dem angestrebten Zwecke sich selbst gering- 
fiigige Unterschiede im Vitamin-A-Gehalt der Nahrung auf die Vitamin- 


1 Einen weiteren Ausbau hat die Shermansche Methode neuerdings 
durch Moll, Dalmer, Dobeneck, Domack und Laquer (Arch. f. exp. Pathol. 
u. Pharm. 170, 176, 1933) erfahren. 

2 H.C. Sherman u. S. L. Smith, The vitamins, 8. 253, 2. Aufl., New 
York 1931. 








446 A. Scheunert u. M. Schieblich: 


A-Reserven von Muttertieren und Jungen auszuwirken vermégen 
Wir miussen tiberhaupt leider bekennen, daB es uns bisher mit keiner 
der sonst in der Literatur angegebenen Standarddiadten gelungen ist, 
auf die Dauer voll befriedigende Nachzuchtergebnisse zu erhalten. 
Es ist uns auch nicht gelungen, durch Veranderungen dieser Diit- 
zusammensetzungen das erstrebte Ziel, nimlich gleichmaBige Frucht- 
barkeit, zahlreiche Wiirfe und gute Aufzucht, zu verwirklichen. Vielfach 
haben diese Standardkostsitze zwar einige Zeit lang vorziigliche Ergeb- 
nisse gehabt, dann aber begann Unfruchtbarkeit und Auffressen der 
Jungen aufzutreten und die reichliche Produktion standardisierter 
Jungtiere zu gefahrden. Wir sind infolgedessen schlieBlich doch bei 
der in unserem Laboratorium seit 10 Jahren erprobten gemischten 
Fiitterung geblieben. Vermeidet man dabei grundsitzlich die Ver- 
wendung vitamin-A-reicher Futtermittel, also Herzfleisch, Leber, 
Eingeweide usw., Lebertran und allzuviel griine Vegetabilien, so kommt 
man zu besseren Wurf- und Aufzuchtergebnissen und erhalt dennoch 
Tiere, die zum Vitamin-A-Versuch geeignet sind und nicht allzu grobe 
Reserven an Vitamin A besitzen. 

Schon vor Jahren wurde in unserem Laboratorium versucht, aus der 
Steilheit der Wachstumskurve vitamin-A-verarmter Ratten quantitative 
Schliisse auf den Vitamin-A-Gehalt der das Wachstum bedingenden Zulagen 
zu ziehen. Es wurde dabei so vorgegangen, daB der Winkel, den die auf 
eine gerade Linie umgerechnete Wachstumskurve mit der Abszissenachse 
des zur Aufzeichnung der Wachstumskurve gebrauchten Koordinaten- 
systems bildete, berechnet wurde. Wurde dann von diesem Winkel « aus 
der Lange des vom Ende der Wachstumsgeraden auf die Abszissenachse 
gefallten Lotes und der Entfernung des Schnittpunktes dieses Lotes mit 
der Abszissenachse vom Winkelscheitel die Tangente des Winkels berechnet, 
so muBte diese ein vergleichbarer Ausdruck fiir die Steilheit der Wachstums- 
kurve sein. Wir haben auf diese Weise unter Verwendung verschiedener 
Dosen einer Butterprobe vergleichsmaBig die Tangenten ermittelt und 
muBten dabei feststellen, daB diese keineswegs als Funktionen des Vitamin- 
gehaltes im mathematischen Sinne angesehen werden kénnen. Abgesehen 
von den nicht unerheblichen Schwankungen zwischen den Tieren einer mit 
der gleichen Dosis gefiitterten Gruppe nahm auch die Steilheit der Wachs- 
tumskurve mit steigender Dosis zuniachst sehr erheblich, spater immer 
langsamer zu. Die Fehlergrenzen zwischen den einzelnen Tieren wurden 
schlieBlich so groB, daB der Berechnungsart der sichere Boden entzogen zu 
sein schien. Der individuelle EinfluB8 ist fiir eine so subtile Berechnungsart 
zu groB. Wir kamen deshalb damals, ohne zu einer Ver6ffentlichung dieser 
Versuche zu schreiten, zu der Uberzeugung, daB die Steilheit der Wachstums- 
kurve als Kriterium fiir den Vitamin-A-Gehalt nicht geeignet ist. 

Unsere Bestrebungen, eine quantitative Erfassung des Vitamin-A- 
Gehaltes zu erzielen, bewegten sich infolgedessen in anderer Richtung 
als das Shermansche Vorgehen, dessen Wert wir iibrigens, wie aus- 
driicklich hervorgehoben sei, keineswegs verkleinern wollen, sondern 


durchaus anerkennen. 
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Bei unserem Vorgehen sprach noch eine andere UCherlegung mit 
die sich gegen die biologischen Einheiten bei der Vitaminbestimmung 
richtet. Wie gelegentlich der Vitaminkonferenz in London im Jahre 1931 
von Sir Henry Dale auf Grund der Erfahrungen anderer Standardi- 
sierungsbestrebungen mit Recht betont wurde, sind biologische Ein- 
heiten immer mangelhaft, da man niemals die individuellen Eigen- 
schaften der Tiere voll zu iiberblicken vermag. Es wiirde bei biologischen 
Einheiten durchaus mdéglich sein, daB in verschiedenen Laboratorien 
fiir dasselbe Praiparat und mit der gleichen Methode dennoch ein ver- 
schiedener Gehalt an biologischen Einheiten gefunden werden kénnte, 
da die Versuchstiere nach Herkunft, Stamm, Haltung, Zucht, Fiitterung, 
Individualitat u.a. sich in verschiedenen Laboratorien verschieden zu 
verhalten vermégen und eben in dieser Richtung auch sehr den ver- 
schiedenen Umweltsfaktoren unterworfen sind. Diese Uberlegung hat 
dazu gefiihrt, daB die Vitaminkonferenz Standardpraparate fur die 
einzelne Vitamine von stets gleichbleibender Wirkung einzufiihren 
beschloB! und daB jetzt die Aufgabe der quantitativen Bestimmung 
darin besteht, mit einer beliebigen, aber einwandfreien Methode die 
Wirkung des zu untersuchenden Praparates mit der des Standard- 
praparates zu vergleichen. 

Von der Vitamin-A-Bestimmungsmethode ist also zu verlangen, 
daB sie einen sicheren Grenzwert fur eine bestimmte Wirkung zu_ er- 
mitteln gestattet. Dies kann natiirlich auch mit der Shermanschen 
Methode geschehen. Uns schien nun aus den dargelegten Griinden 
die Forderung nach einem durchschnittlichen Wachstumszuwachs 
von 3 g pro Woche als fiir die Verhaltnisse unseres Laboratoriums nicht 
ganz befriedigend erscheinende Grundlage. Wir gehen infolgedessen 
etwas anders vor und stellen als Grenzwert diejenige Dosis fest, die gerade 
geniigt, mindestens S von 10 Ratten einer Gruppe tiber 35 Tage lang 
am Leben zu erhalten und von zu Beginn des Versuchs bestehender 
Xerophthalmie zu heilen. Die Gewichtszunahmen der Ratten bleiben 
hierbei, was wir ausdriicklich betonen, um die Methode nicht zu 
komplizieren, unberiicksichtigt. Wir fiihren unsere Methode demnach 
wie folgt aus: 

Junge Ratten von mit einer Standardkost (z. B. Sherman oder 
Gudjonsson®) oder auf andere Weise vitamin-A-arm ernahrte Miitter 
werden im Gewicht von 40 bis 45g in den Versuch genommen. 
Fiir jede Dosis. die zur Priifung gelangt, wird eine Gruppe aus 
10 Ratten gebildet, die alle in Einzelkafigen gehalten werden. 
Wir benutzen die schon mehrfach beschriebenen Glasaquarien im Aus- 


1 Deutsche Arzteztg. 6. Nr. 291, November 1931. 
2 8. V. Gudionsson, Biochem. J. 24, 1591, 1930. 
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maB von 22 22 30cm, die durch Deckel aus Maschendrahtnetz ver- 
schlossen werden. Die Ratten werden auf einer diinnen Sagespine- 
unterlage gehalten, und es steht ihnen Leitungswasser als Trinkwasser 
in einem fest angebrachten TrinkgefaB zur Verfiigung. Die vitamin-A- 
freie Nahrung von der tiblichen Zusammensetzung (180 Teile Casein, 
150 Teile Palmin, 50 Teile Salzgemisch nach McCollum und Davis, 
50 Teile Hefe, 570 Teile Starke) wird ihnen in einem Glasnapfchen, 
welches in einem gréBeren Tonuntersatz steht, gereicht. Die Ratten 
werden zweimal in der Woche gewogen. Sie nehmen bei dieser Fiitterung 
noch 30 bis 40 Tage zu, beginnen dann im Korpergewicht zu sinken 
und die tiblichen Mangelerscheinungen, insbesondere Keratomalacie, 
Schlaffheit der Muskulatur, schlechtes Aussehen zu entwickeln. Mit 
dem Eintreten dieser Erscheinungen werden die Ratten taglich gewogen 
und genau beobachtet, damit nicht zu lange mit dem Beginn der Zu- 
lagen gewartet wird und die Tiere dann zugrunde gehen oder dauernd 
geschadigt werden. Nunmehr wird mit den Zulagen begonnen, wobei 
fliissiges Material in Sesamél gelést, zwangsmaBig durch eine Pipette 
in den Mund der Tiere gegeben wird. Die Konzentration fiir quanti- 
tative Verabreichung ist méglichst so zu wahlen, daB die verabreichte 
Menge 0,l ccm betrigt. Die Tiere werden nunmehr 35 Tage lang 
weiter beobachtet und der Verlauf der Gewichtskurve in dieser 
Zeit durch zweimalige wéchentliche Wagung festgestellt. Durch 
Staffelung der GréBe der zu priifenden Dosen wird diejenige Dosis 
ermittelt, bei deren taglicher Verabreichung innerhalb 35 Tagen minde- 
stens 8 von 10 Tieren iiberlebt haben und von der Keratomalacie befreit 
worden sind. Sofern Keratomalacie zu Beginn der Hauptperiode nicht 
bestand, darf sie bis zu deren Beendigung nicht auftreten. Besteht 
nach 35 Tagen trotz etwaiger Gewichtszunahme bei mehr als zwei 
Tieren (sofern alle iiberlebt haben) doch noch Keratomalacie, so ist 
dieser Versuch als negativ, die Dosis also als unzureichend und unter 
der gesuchten Grenze liegend zu werten. 


Ratten, die innerhalb der ersten Tage sterben, werden nicht gerechnet, 
sondern durch neue Tiere ersetzt. Dies ist notwendig, da es vorkommen 
kann, daB die Tiere durch die Vorbereitungsperiode derart schwer ge- 
schidigt sind, daB sie auf die Vitaminzulage nicht mehr reagieren. Es 
empfiehlt sich, durch die Sektion aller gestorbenen Tiere zu entscheiden, 
ob besondere unheilbare Komplikationen des Vitamin-A-Mangels (Blasen- 
und Nierenschadigungen, Pneumonien, hamorrhagische Magendarm- 
entziindungen) in diesen Fallen den raschen Tod bedingt haben. Im tbrigen 
vermeiden wir absichtlich ein allzu starkes Aussieben der Versuchstiere, 
wie es zum Teil bei anderen Methoden verlangt wird. Wir sind namlich 
der Meinung, daB hierdurch das Endergebnis unbeabsichtigt in eine falsche 
Richtung gedrangt werden kann. AuBerdem wird bei unserem Vorgehen 
die an und fiir sich schon sehr groBe Zahl der benétigten Versuchstiere 
nicht noch weiter erhéht. 
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Mit Hilfe des geschilderten Vorgehens kann man leicht die 
gewunschte Grenzdosis ermitteln. Wir geben dazu die folgenden 
beiden Beispiele, bei denen es sich im ersten Falle um eine vitamin-A- 
haltige Fettlésung, im zweiten Falle um Lebertranemulsionen handelt 


Erster Versuch. 

Bei den Versuchen. die in Abb. 1 wiedergegeben sind, wurden, wie 
ersichtlich, sechs Dosen: 0,08, 0,09, 0.1, 0,125, 0,15 und 0,2 cem der vitamin- 
A-haltigen Losung (Praparat H) gepriift. Zu dieser Staffelung gelangten 
wir auf Grund von Vorversuchen, bei denen nur einige wenige Ratten 
weiter auseinanderliegende Dosen erhalten hatten. Da die hohen Dosen 
von 0.15 und 0,2 cem mit gréBter Wahrscheinlichkeit als iiber der Grenze 
liegend angenommen werden konnten, wurden hiervon nur Gruppen zu 
fiinf Ratten angesetzt, um Tiere zu sparen. Wichtig ist ferner bei diesem 
Versuch, daB hier zum Teil Ratten zur Verwendung kamen, die noch gréBere 
Vitamin-A-Reserven besaBen als sie nach den vorstehenden Ausfiihirungen 
erwiinscht sind. So hat z. B. Ratte Nr. 8728 (Dosis 0.1 cem) 62 Tage. 
Ratte Nr. 8713 (Dosis 0,15 c¢em) noch etwas langer bis zur befriedigenden 
Ausbildung der Mangelerscheinungen gebraucht. Auch haben einige Ratten, 
z. B. die beiden genannten, dann aber auch Nr. 8718 (Dosis 0.1 cem) und 
Nr. 8771 (0,2 c¢em) sehr erheblichen anfanglichen Gewichtsanstieg gezeigt. 
Aus dem Ergebnis der Versuche sieht man aber, daB hierdurch keinerlei 
St6rungen des Versuchsergebnisses verursacht sind. Man erkennt abet 
doch, insbesondere bei Betrachtung der Gruppe, die 0,15 ccm erhalten 
hatte, daB durch so lange hinausgeschobenes Eintreten der Mange!l- 
erscheinungen Irrtiimer méglich werden kénnten. Die Tiere Nr. 8713 und 
8727 waren so geschadigt worden, daB sie nach Beginn der Zulagen trotz 
rascher Heilung der Keratomalacie sich nicht wieder erholen konnten und 
schlieBlich doch zugrunde gingen. 

Im iibrigen zeigt aber die Betrachtung der einzelnen Gruppen folgendes : 
Von der Gruppe mit 0,08 cem waren vier Tiere gestorben, fiint Tiere waren 
in der Versuchszeit trotz zum Teil erfolgter Gewichtszunahme von den 
Mangelerscheinungen nicht geheilt worden. Die Keratomalacie bestand 
am Ende des Versuchs weiter. Nur bei dem Tier Nr. 8948 war die Heilung 
vollstandig. Bei der Gruppe mit 0,09 cem waren drei Tiere gestorben und 
ein Tier. Nr. 8953, war noch augenkrank. Die anderen Tiere waren an 
Keratomalacie nicht erkrankt. Nach dem allgemeinen Aussehen und dem 
Wachstum der Tiere aber und deshalb, weil die Tiere die Versuchsperiode 
iiberlebt haben, ohne daB es spaéterhin zum Auftreten von Keratomalacie 
gekommen ware, wiirden sie als positiv zu bewerten sein. In der Gruppe 
mit 0,1 cem ist kein Tier mehr gestorben und die Tiere, die Erkrankungen 
zeigten, wurden geheilt. In gleicher Weise verhielt sich die Gruppe mit 
0,125 cem. Es wiirde sich danach folgende tabellarische Darstellung ergeben : 





0,08 cem 0,09 cem 0,1 cem 0,125 ecm 
4 gestorben 3 gestorben 0 gestorben 0 gestorben 
> &* 1K OK OK 
; “Ree 10 — 10 — 
* K = Keratomalacie. ** = geheilt. 


Hieraus ergibt sich, daB die von uns gesuchte Grenzdosis bei 0,1 com 
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bei einigen Gruppen nicht der Fall gewesen. Vielleicht ware es moglich 
gewesen, mit Hilfe mikroskopischer Inspektion der Augen in dieser Richtung 
positive Feststellungen zu machen, doch halten wir auf Grund unserer 
vieljahrigen Erfahrung die makroskopische Diagnose fiir ausreichend und 
sicher. Man ist auch durchaus berechtigt, aus dem Verhalten von zu Beginn 
der Hauptperiode nicht an Keratomalacie erkrankten Tieren  Schliisse 
zu ziehen. Das Uberleben der Tiere und das Ausbleiben von Keratomalacie 
wihrend der Versuchsperiode muB hier als ausschlaggebendes Kriterium 
gelten. Wenn die Tiere die Versuchsdauer iiberstehen, was stets mit Gewichts- 
zunahmen einhergeht und Keratomalacie nicht auftritt. so ist der Versuch 
als positiv zu werten. 
Zweiter Versuch. 


In Abb. 2 und 3 werden zwei Versuchsserien wiedergegeben, die be- 
zweckten, den Vitamin-A-Gehalt von zwei verschiedenen Lebertran- 
emulsionen quantitativ zu ermitteln. Diese Versuche sind mit standardi- 
sierten Tieren angestellt, die auch fast alle an Keratomalacie erkrankten. 
Dadurch gewinnen die Ergebnisse an Sicherheit, und die Versuche se!bst 
wiirden als Beispiele dafiir anzusehen sein, wie der Verlauf sein soll. Die 
Ratten sind allerdings noch nicht ganz gleichmibig vorbereitet gewesen, 
da die Schwankung der Dauer der Vorbereitungsperiode immerhin nicht 
unerheblich ist. Man sieht aber aus dem ganzen Verlauf, daB hieruntetr 
die Sicherheit des Versuchsergebnisses keinesfalls leidet. Wir betrachten 
es als einen Vorteil unserer Methode, daB wir nicht in so scharfer Weise, wie 
es nach der Shermanschen Methode der Fall sein mul, die Ratten auszu- 
wahlen haben und daB es somit leichter ist, geeignete Tiere in grober Anzahl 
zu zichten. Das Ergebnis dieser beiden Versuche, die wir aus den beiden 
Tabellen ableiten, wird in der folgenden Tabelle wiedergegeben. 





Priparat Nr. 203 Priparat Nr. 515 
} , i aE ae F a ps 
al Dosis Versuchsergebnis * — Dosis Versuchsergebnis 
Nr. mg (in jeder Gruppe 10 Tiere) Me. mg (in jeder Gruppe 10 Tiere) 
5 7 1K, 9 — 4 7 i Kx, 9 
4 6 190 — § 6 10 
3 5 rr, 9-— . nm - 
: ees 5 2 5 2 tot; 2K, 6 
yd ot; 9 — ‘ > = 
1 4 2 tot: 1K, 7 
1 3 1 tot; 7 K, 2 — 
* Zeichenerklarung: — = Vitamin-A-Avitaminose (Keratomalacie) geheilt oder davor 
geschiitzt, K — Vitamin-A-Avitaminose nicht geheilt. 


Danach liegt die gesuchte Grenzdosis bei Praparat Nr. 203 bei 4 mg, 
bei Préparat Nr. 515 bei 6 mg. 


Feststellung des Gehaltes an internationalen Einheiten. 

Um die Starke der Vitamin-A-Wirkung eines Praparates in inter- 
nationalen Einheiten auszudriicken, wiirde nunmehr so vorzugehen 
sein, daB in genau derselben Weise wie vorher beschrieben ein Versuch 
mit verschiedenen Dosen des Standardpraparates durchzuftihren sein 
wiirde. Hierfiir geben wir in der folgenden Abhandlung, die einem 
etwas anderen Zwecke dient, Beispiele. Man wiirde also von dem 
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Standardpraparat die Grenzdosis ermitteln, die gerade genitigt, minde- 
stens 8 von den 10 zu einer Gruppe gehérigen Ratten am Leben zu 


IMG 4g 55mg 6g 7M 
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Abb. 2. 


erhalten und von Keratomalacie zu heilen bzw. vor dem Auftreten 
von Keratomalacie zu schiitzen. Angenommen, diese Grenzdosis 
betriige 4 y des Standardpraparates, so wiirden dann, da 4 y = 4 inter- 
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nationale Einheiten sind, die bei den zu priifenden Priparaten ge- 
fundenen Grenzdosen den gleichen Gehalt an Einheiten besitzen. Auf 
die vorstehenden drei Beispiele angewandt, wiirde also vom Praparat H 

4¥™mg 5mg bmg 
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Abb. 3 


0,lcem vier internationale Einheiten enthalten, von der Emulsion 
Nr. 203 ware dies bei 4 mg, bei Emulsion Nr. 515 bei 6 mg der Fall. 
So enthalt 1 cem von Praparat H 40 internationale Einheiten, 1 g der 
Emulsion Nr. 203 1000 internationale Einheiten, 1g der Emulsion 
Nr. 515 rund 667 internationale Vitamin-A-Einheiten. 








Uber die Haltbarkeit 
des internationalen Standardcarotins in éliger Lésung. 


Von 


A. Secheunert und M. Schieblich. 


(Aus dem Tierphysiologischen Institut der Universitat Leipzig.) 
(Eingegangen am 2. Juni 1933.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die Erkenntnis, daB im Carotin ein Provitamin des Vitamins A 
vorliegt, ist ungemein dadurch verzégert worden, daB bei der Priifung 
carotinhaltiger Nahrungsmittel und reiner Carotinpriparate auf ihre 
Vitamin-A-Wirkung ungeeignete Lésungsmittel verwendet worden sind. 

So vermochte Drummond! bei seinen ersten Versuchen mit kristalli- 
siertem Carotin mit diesem keine Vitamin-A-Wirkung zu erzielen. Die 
Ursache hierfiir lag, wie spater Hume und Smedley-Maclean? sowie Drummond 
und Mitarbeiter® selbst zeigen konnten, in der Verwendung von Athyloleat, 
einem stark ungesattigten Kohlenwasserstoff, als Lésungsmittel. Weiter 
haben Hume und Smedley-Maclean*, sowie zahlreiche andere Autoren 
gezeigt, daB Ole aller Art, die Oxydationsprodukte enthalten, vernichtend 
auf Carotin einzuwirken vermégen. 

Arbeitet man mit dem internationalen Standardcarotin, so ist es 
somit von gréBter Wichtigkeit, geeignete Lésungsmittel zu kennen 
und auBerdem festzustellen, wie groB die Haltbarkeit solcher Lésungen 
ist. Als Lésungsmittel wird meist ErdnuB6l vorgeschlagen. Wir selbst 
verwenden Sesam6l, das wir in Deutschland in sehr guter und reiner 
Qualitat zur Verfiigung haben und ziehen dies dem ErdnuBél, von 
dessen Eignung wir nicht so sehr tiberzeugt sind, vor. Das Standard- 
priparat, das den zu beschreibenden Versuchen zugrunde liegt, ent- 
stammt einer Darstellung des National Institute for Medical Research, 
die noch vor der Vitaminkonferenz eben zum Zwecke der Feststellung 


' J.C. Drummond, Biochem. J. 13, 81, 1919. 
2 EB. M. Hume u. I. Smedley-Maclean, Lancet 1, 290, 1930. 
3 J.C. Drummond, B. Ahmad u. R. A. Morton, J. Soc. chem. Ind. 49, 


291. 1930. 
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der Eignung solcher Praiparate hergestellt worden war. Es wurde dem 
ersten von uns gelegentlich der Konferenz im Juni 1931 von Herrn 
Kollegen Rosenheim liebenswirdigerweise persOnlich tbergeben. Die 
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Stammlésung wurde am 11]. August 1931 hergestellt, und zwar derart, 
daB Sesam6l zunichst mit Kohlensiure durchliiftet und dann zur 
Lésung des Standardcarotins verwendet wurde. Es wurden 0.0158 g 
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A. Scheunert u. M. Schieblich: 


des Carotins abgewogen und in 15,8 ccm Sesamél gelést, wozu eine 
Erwarmung auf 40 bis 50° erforderlich war, so daB eine 1° ,,ige Lésung 


10” oo ige ~Lésung 


durch zehnfache Verdiinnung mit Sesamél hergestellt und diese nunmehr 


so verdiinnt, daB in 0,1 cem die von uns zur 
Prifung in Aussicht genommenen Dosen, namlich 
2, 3, 4 und 5y enthalten waren. Die Stamm- 
lésung wurde unter Kohlensaure im Exsikkator 
in einem Eisschrank aufgestellt. Auch die iibrigen 
Lésungen wurden in der gleichen Weise auf- 
bewahrt. 

Da wir zunachst die in der vorhergehenden 
Abhandlung beschriebene Methode noch nicht voll 
uberblickten und noch 
standardisierten Ratten zur Verfiigung hatten, zog 
sich die erste Priifung etwas in die Lange. und es 
kamen dabei auch einige Ratten zur Verwendung. 
die noch sehr erhebliche Reserven an Vitamin A 
besaBen. Auf Grund von Vorversuchen, die mit 
wenigen Tieren ausgefiihrt wurden, kamen wir zu 
dem Schlu®8. daB die von uns gesuchte Grenzdosis 
etwa bei 3 oder 4 y Tagesgabe Carotin liegen miisse. 

Wir geben nun in Abb. 1 zweimal Kurven- 
gruppen von je zehn Ratten, von denen die Tiere 


insbesondere auch keine 


der ersten Gruppe 3 y, die Tiere der zweiten Gruppe 
4y taglich erhielten. Dabei ist zu bemerken, dab 
die Vorversuche mit je drei Tieren im August bis 
September 1931 liefen und daB sie dann zur Ent- 
scheidung, ob 3 oder 4 y die gesuchte Grenzdosis 
darstellten, durch je sieben weitere Tiere erganzt 
wurden. Fiir die Gruppe der Dosis 3 y waren dies 
die Tiere Nr. 8894, 8898. 8932, 8943, 8945, 8946 und 
9006. Diese Tiere erhielten von Anfang Januar 1932 
an die tagliche Carotinzulage. Fiir die Gruppe 4 y 
liefen die Tiere Nr. 8906, 8933, 8936, 8937, 8940, 
8941, 8959 und zwar von Mitte Dezember 1931 ab. 
Aus der Abbildung ist ersichtlich, daB die nach der 
vorstehenden Arbeit definierte Grenzdosis bei 4 7 
liegt. Dies geht auch aus der folgenden tabella- 
rischen Zusammenstellung hervor: 








3y 4y 
1 tot 0 tot 

7 K* 1K 

Q __** sie 

* K = Keratomalacie. ** — = geheilt. 


Da wir die Absicht hatten, bei spiterer Gelegenheit die Stammcarotin- 
lésung nochmals zu priifen, begniigten wir uns mit dieser Erganzung der 
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Vorversuchsgruppen durch sieben weitere Tiere, um die an sich knappe 
Lésung nicht zu sehr zu vermindern. 

Einen zweiten Versuch stellten wir nunmehr im Jahre 1933 an, und 
zwar konnten wir aus Mangel an Material nur eine Dosis priifen. Es wurde 
die friiher ermittelte Grenzdosis von 4y verwendet. Wurde mit dieser 
Dosis das gleiche Ergebnis erzielt, so konnte geschlossen werden, dal 
eine Verminderung der Wirksamkeit in der tiber | Jahr dauernden Aut 
bewahrungszeit nicht stattgefunden hatte. Es wurde insgesamt eine Gruppe 
von zehn Tieren verwendet, die Ende Februar, Anfang Marz 1933 versuchs- 
reif wurde, so daB mit den Zugaben im Marz begonnen werden konnte. 
Ein Tier war bereits Ende Februar versuchsreif geworden, und bei drei 
Tieren zégerte sich der Beginn der Zulage bis in die erste Aprilwoche hinaus. 
Der Verlauf der Wachstumskurven ist in Abb. 2 wiedergegeben. Das Er- 
gebnis nach unserer Bewertung wiirde hier fiir 4 y sein: @tot,l0—. Es 
kann danach keinem Zweifel unterliegen, dali die Wirksamkeit der Stamm- 
lésung des Standardcarotins gleichgeblieben ist, sich Jedenfalls nicht ver- 
mindert hat. Dabei ist zu berticksichtigen. dali die Stammlésung, wie 
erwahnt. am Il. August 1931 hergestellt worden ist und dal} die letzten 
Versuche Anfang Mai 1933 beendet wurden. 


Zusammenfassung. 

Nach den dargelegten Versuchsergebnissen halt sich in sauerstoff- 
freiem Sesam6l bei kiihler Aufbewahrung im Dunkeln eine 1° , ige 
Lésung des internationalen Standardcarotins etwa 1! , Jahre, ohne 
an ihrer Wirksamkeit einzubiiben. 
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